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Figure.1 : Carte de distribution du genre Phoenix. (Réalisation : M. Gros-Balthazard,
d’aprés Barrow ,1998 ; Henderson, 2009 et Munier 1973).

Figure.? : Différentes espéces du genre Phoenix. (A) P. dactylifera (Photo : M. Gros-
Balthazard), (B) P. Canariensis, (Photo : J.C Pintaud), (C) P. reclinata (Photo : J.-C. Pintaud) (D) P. sylvestris
(Photo : S. Ivorra), (E) Phoenix reclinata x canariensis (Photo : S.Bourguet), (F) Phoenix canariensis x

reclinata (Photo : S.Bourguet),



Introduction

Les palmiers du genre Phoenix, bien que souvent considérés comme des arbres, sont des
Angiospermes monocotylédones dioique a port arborescent. Le genre Phoenix appartient a la
famille des Arecaceae, comprenant plus de 2 800 espéces (Govaerts & Dransfield, 2005), ce
qui en fait I’'une des familles les plus importantes parmi les monocotylédones. Ces palmiers
présentent plusieurs caractéristiques morphologiques uniques dans la famille des Arecaceae :
les feuilles sont pennées, les folioles forment un V (indupliquées) et a la base de la feuille,
elles sont modifiées en épines ou acanthophylles (Dransfield et al., 2008). Le genre Phoenix
regroupe 14 espéces (Govaerts & Dransfield, 2005) distribuées depuis les iles de 1’ Atlantique
(Macaronésie) jusqu’aux confins du Pacifique (plateau de la Sonde) et a travers les régions

chaudes de I’ Afrique et de I’Eurasie (fig.1).

Au sein du genre Phoenix, les especes forment un complexe interfertiles. Les especes
individuelles peuvent étre difficiles a distinguer morphologiquement, nécessitant le recours a
d’autres sources d’information comme 1’analyse génétique ou I'étude des traits d’histoire de
vie. La capacité d'hybridation interspécifique se manifeste tout particulierement dans les
cultures ornementales ou plusieurs espéces sont mises en présence et ensuite multipliées sur
place. Au bout de quelques génerations, une diversité nouvelle finie par s’organiser d’ou
émergent des phénotypes hybrides propres a chaque lieu de culture. La Riviera-Cote d’Azur
est un site d'acclimatation historique du genre Phoenix, marqué en particulier par les
premiéres introductions en extérieur de Phoenix canariensis (lles Canaries), P. sylvestris
(Inde) et P. reclinata (Afrique) (Fig. 1). Le dattier, Phoenix dactylifera, serait présent dans la
région au moins depuis le Moyen Age (Caro-Riano et al. 2010). A I’heure actuelle, il existe
toute une diversité de formes du genre Phoenix dans les plantations ornementales de la région
(Fig. 2) du fait des hybridations entre ces quatre espéces, produisant de nouveaux phénotypes

originaux a grande valeur ornementale.

Outre I’intérét historique, paysager et horticole, ce phénomeéne d’hybridation libre est trés
intéressant pour comprendre la dynamique de la diversité dans un complexe d’especes et en
particulier pour mesurer I’influence des facteurs génétiques sur les traits phénotypiques. Dans

ce contexte, des études complémentaires au projet Phoenix (www.listephoenix.com) seront

menées sur le site de Bordighera/ San Remo (Italie) retenu pour sa richesse, sa diversité et son

ancienneté.



http://www.listephoenix.com/

Tableau 1. Informations concernant les marqueurs microsatellites utilisés.

Gesomic location p
winewn AL COC GGA CGT GAG GTG
CGT CGATCT CCTCCTTTG TCT C
unknawn AJSTIRTE 4G CTG GCT CCT CCCTTC TTA
GCTCGGTIGGACTIGTICT
urknawn AJSTHETS #5 CGG GAA ATG AAA AGGTAT
ATG AAA ALG TGC CAA ATGTC
) AT GC ACG AGA, AGG CTT ATA GT
CCC CTC ATT AGG ATT CTAC
unhnewn AT CA AAT CTT TGC COT GAG
GGT GTG GAG TAA TCA TGT AGT 46
utknawn AJTHTE AC AAA GG CGA TGG GAT TAC
OCG CAG CTC ADC TCT TCT AT
unkngwn SET] A4 GCA GCA GCC CTT C0G TAG
GTT CTC ACT CGC CCA AAA ATAC
winawn AJSTHE) CT TIT ATG TG TCT GAG AGA
TCT CTG ATC TTG GGT TCT 6T
unknewn AJSTHEES TG GAT TTC CAT TGT GAG
CCC GMGAG ACGCTATT
wknann AJET %8S GAGAGAGG GTGGTGTTATT
Diruchectidic TTC ATC CAG AAC CAC AGT A
MADS Bax pan bictor [ Sogae 1 (AG1)| GATC PAAG! uspabhched |TCT GAT TTC GTT TAC TIC TTA GGA
This stczetelte located in biten 7 Dinuclectidc suoustelte TIC ATA TTC AGT TGT CGG GTG TA
NAL dormain transenption Baclor gans - Cup Shapad Catyledon, poralogee [GT<GA CGT GGA CTC ATG ACT CGC ATG TCC
Thes eicassalts lscated in irien 1 Drucheotidfic sicsasalte GGT CCT TGC CGG TGG CCT 1C
MAL domann irsnscripton Bctor gane - Cup Shaped Catyledon, parsfoges |GATC HWE22273 ACA TTG CTC T7T TGC CAT GGG CT
This stcossanelte located in bien 2 CGA GCA GGT GGG GITCGG a1
MADS Bax Iranscripton lactor gens - Apetaia pardegue 3 (AP5) GATC PAART uputisted | GAG ANA TAG AGA GCT GTG CAR G
Thes sucmsatelte located in the § UTR Druchsotidec sucocatalte CTG CAG TAC OG5 GAG AXC TIG
Tranacophon facter gens - simdir 10 DA besding factor GT-2 CALGTG GOG GAG ACA GGA GAT GGT AA
This micaeatelte located in the ORF Taruckotide monsatelts POK_2051436731002 |CTT GAC TGC TTC TGC 1GC TG
Gene simdar o FY paten pne CCATGG GCA GGT GGA CTG CAA AAT CT
Ths mcescanalite locatad in the ORF Tanxckotide monsateite  [mPERDOJIR |PIIR POK_20314 1506 19303 |CTA TTG 666 TGC TGA TCC AT
Praticied prtpe-cong gare CAGCTG mPARDIF [PIF GGA GCA TAC AGT GGG TTT 60
This i2a located in the ORF Tanuchactidic fte  |mPARDIIR |PIR POK 2051555319001 |CAG CCT GGG AAT GAG GAT AG
Pradicted peotein-coding gare CCAGTG mPSRDMT [PALF GAGAGATGCGTCAGEGARTC
Thiz micsssatabte located in the ORF Hs dc morosatellts |mPARDOHR [PYIR [PDK 20:1007401930 | CCAGAATCTTCCAAGCARGC
Chivaplest creuier chiomosome, Lange Single Capy CTAACTACTATA 127 [EU0S3L34 CC GCC CAL GAT GAAGTAATG TA
This mavasielits located in the 1nGami istegenc spacer Dadacanstiectie maissteite ri-1259 GTC ADG GGT TCA AAT CCTGIT TC
Criyplest cutuiar ciomasome, Lage Single Capy CICGTTTACAAATATCCARA psi-20F | JFTASTI2 AGACAGARTGGCAAGACAAATGAAGGT
Thes snstelts lozated in the 1pH1E-(ps3 marpae spacer icoasouckchs mnsstelts 2% TOGAGGGCCAAACADGAGGGA
Chiomaplast circufer chremosome, Lange Single Copy GTACTTIAC -5 T4 TCODCGATOCASAAATGARATICCA
i SIS




Ce lieu est idéal pour les études sur les hybrides car environ 400 palmiers ont été étiquetés,
cartographiés, photographiés, caractérisés génétiquement, et font I’objet d’un suivi

phenologiques (Castellana et al.2010).

Afin d'améliorer nos connaissances sur la dynamique d’hybridation dans le genre Phoenix sur
la Riviera italienne, nous avons entrepris une étude basée sur deux niveaux d’approche
complémentaire. (1) Niveau génotypique, approche basée sur le génotypage de 3
minisatellites chloroplastiques et de 18 loci microsatellites nucléaires, chez les hybrides P.
reclinata x canariensis, P. dactylifera x theophrasti, P. sylvestris x canariensis et P.

dactylifera x canariensis, ainsi que chez les especes pures impliquees.

(2) Niveau phénotypique, avec une approche de morphométrie appliquée aux graines (mesure
des dimensions et analyse de la forme du contour) et une étude fondée sur la
spectrophotométrie proche infra-rouge (SPIR), appliquées sur les feuilles, afin de distinguer
les especes et hybrides de Phoenix. Un début d’approche sur la phénologie de la floraison des

hybrides et des especes pures impliquées a également été mené.

La caractérisation génétique et phénotypique de la dynamique d’hybridation dans le genre
Phoenix, sur la Riviera Italienne se fonde sur I’analyse statistique des relations entre
génotypes et phénotypes. Cette approche doit contribuer a valider des méthodes
d’identification phénotypique (morphométric géométrique et SPIR) et permettra de
caractériser les patrons de variation des caracteres induits par I’hybridation et en particulier de

quantifier les distances aux phénotypes parentaux sur certains caracteres.

Matériel et méthodes

Nous avons utilisé deux types de matériel : des graines utilisées pour les analyses
morphométriques et des individus entiers pour des études phénologiques (époque de
floraison). En outre, des données préalablement acquises ont été utilisées se basant sur : des
feuilles séchées pour en extraire I’ADN, des extraits d’ADN utilisés pour les analyses
génetiques, et des relevés de spectrométrie proche infra-rouge réalisés sur des feuilles séchées

et broyées.




L’échantillonnage

Génétique

Les génomes nucléaire (Al Dous et al. 2011) , chloroplastique (Khan et al., 2011 ; Yang et al.,
2010) et mitochondrial (Fang et al., 2012) du dattier ont été séquenceés et des marqueurs
microsatellites et minisatelittes ont été développés (Billotte et al.,2004 ; Scarcelli et al.2011).
Des SSR (single sequence repeat) transférable chez toutes les espéces du genre Phoenix
(Pintaud et al., 2010 ; Henderson et al., 2006) permettant d’identifier des cultivars, la parenté
et la diversité des germeplasmes (Billotte et al.,2004, Pintaud et al., 2010) ont été identifiés
(mPdCIR010, mPdCIR015, mPdCIR016, mPdCIR025, mPdCIR032, mPdCIR035,
mPdCIR057, mPdCIR063, mPdCIR078, mPdCIR085 et PAAG1-ssr, PACUC3-ssr1,PdCUC3-
ssr2, PAAP3-ssr, mPdIRD031, mPdIRD033, mPdIRDO040 ; voir tabl.1). Ces marqueurs ont éte
utilisés pour génotyper les especes de Phoenix pures et les hybrides de notre étude. Des
marqueurs chloroplastiques ont également été utilisés sur nos hybrides (trnfM-12, rps3 et
trnfM-9 ; voir tabl.1) afin de pouvoir identifier I’espéce femelle de Phoenix desquelles ils sont

issues et de pouvoir confirmer ’attribution de I’hybride au croisement imputé.

107 individus appartenant a P. canariensis, P. dactylifera , P.reclinata, P. robelenii, P.
sylvestris et P. theophrasti ainsi qu’aux hybrides P. reclinata x canariensis, P. dactylifera x
theophrasti, P. sylvestris x canariensis et P. dactylifera x canariensis ont donc été génotypés
pour 19 loci microsatellites nucléaires, et 3 loci minisatellites chloroplastiques, soit un total de
309 alleles (2 a 32 par locus) avec un nombre moyen de 16,3 par locus (Annexe 1, tabl.1).

Tous les loci étaient polymorphes.

Le locus mPdCIRO015 est dupligué uniqguement chez Phoenix canariensis. Les copies A et B
sont différentes par la taille des amplicons. Ce locus est donc utilisé pour reconnaitre les
Phoenix canariensis et ses hybrides (tabl.1).

Morphométrie

Le nombre moyen de graine nécessaire a la stabilisation des mesures de morphométrie
traditionnelle est de 20 graines (Gros-Balthazard.,2012, Terral et all., 2012). Ainsi les

analyses sont réalisées sur 20 graines par individu lorsque cela est possible, soit un total de



1090 graines de Phoenix.sp (P.dactylifera, P.canariensis, P.sylvestris, P.reclinata, et des
hybrides Phoenix).Un total de 56 individus a été étudié, cet ensemble comprend 10 individus
hybrides Phoenix, 4 Phoenix canariensis, 6 Phoenix reclinata, 10 Phoenix sylvestris et 26
Phoenix dactylifera choisis de fagon a maximiser la variabilité de cette espece (Terral et al,
2012). Les analyses sont basées sur la méthode des transformées elliptiques de fourrier
(contour et forme) et sur les mesures discretes (longueur, largeur, distance a 1’embryon).

Chaque graine a été photographiée en vue latérale et dorsale.

SPI

L’étude porte sur un échantillonnage de feuilles matures réalisée sur deux ans (2008/2009).
Les échantillons de Phoenix canariensis, rupicola, reclinata, roebelenii, theophrasti et les
hybrides ont été prélevés a San Remo (Riviera italienne). Tandis que les Phoenix dactylifera
sont issus de collectes a San Remo, aux USA et d’une collection ex situ de variétés d’Afrique
du Nord et du Moyen Orient (Porquerolles). Ces mesures ont étés réalisées sur 96

¢chantillons, a raison d’un échantillon par individu.

Phénologie

L’étude porte sur un échantillonnage populationnel dans deux villes Italienne : San Remo et
Bordighera. Le premier site comporte quatre zones d’échantillonnage : la villa Ormond, le
port, la vielle gare et le corso Imperia. Le site de Bordighera comporte plusieurs zones tres

urbaines, mais relativement proches, nous la considéreront donc comme une zone unique.

Les espéces suivies seront : Phoenix dactylifera, canariensis, rupicola, reclinata, roebelenii,
theophrasti et les hybrides présents. Les stades renseignés sont les suivant : Inflorescence
fermée (spathe), anthese, fruits verts et fruits murs.

La fréquence d’observation sera réalisée de la maniére suivante : une fois tous les 9 & 10 jours
pour toutes les especes étudiées, afin de déterminer les mois hors période de floraison et ceux
correspondant au pic de floraison de chaque espéce du genre Phoenix étudié .Lors de chaque
passage, les stades présents sur chaque arbre sont notés. Un arbre peut présenter les 4 stades
simultanément. Chaque arbre produit successivement un grand nombre d’inflorescences,
généralement selon une séquence basipéte, ce qui conduit a un étalement des stades de
développement. Ainsi, bien que 1’anthése au niveau d’une inflorescence soit bréve, la période
de floraison pour un arbre dure en général de 3 a 6 semaines Certains arbres présentent 2 a 3

cycles de floraison annuelle et parfois des fruits murs longuement persistants.




Analyses statistiques

Génétique

Pour l'analyse de la structure de la population et la détection des hybrides, nous
avons utilisé le programme structure 2.3.3, basée sur un modele d’algorithme de clustering
(Pritchard et al., 2000). Dans cette analyse, les individus génotypés sont affectés a un nombre
prédéterminé de populations (K) de maniere a réduire au minimum le déséquilibre de liaison
et de I'écart de Hardy-Weinberg dans le groupe. Les fréquences alléliques de chaque locus
sont calculées en méme temps pour chaque cluster. Le procédé utilise une chaine de Markov
Monte Carlo pour estimer les fréquences alléliques dans chacune des populations K, et pour
chaque individu, la proportion du génome héritée de chaque population.Tous les tests ont été
effectués a l'aide d'un modéle permettant la corrélation des fréquences des alléles au sein des
populations (Falush et al., 2003). Cent mille périodes de rodage ont été suivi par 1.000.000
étapes MCMC. Dix essais indépendants ont été effectués pour chaque K spécifié, la
convergence des valeurs de vraisemblance a été vérifiée pour chaque K. La valeur optimale de
K a été estimée en utilisant a la fois I'approche de Pritchard et al. (2000) basée sur la
maximisation de la log-vraisemblance et I'approche de Evanno et al. (2005) sur la base du

taux de variation de la probabilité logarithmique entre les valeurs de K successives.

Morphométrie

Des données de distance entre I’apex et la cicatrice de ’embryon et par conséquent le ratio
entre la longueur maximale et la longueur de I’apex a I’embryon sont manquantes dans notre
jeu de données. Pour notre travail de recherche, nous avons fait le choix d’appliquer une
méthode d’imputation multiple (Rubin, 1978). Cette méthode permet d’estimer les valeurs
manquantes d’une base de données a partir des valeurs observées, et de redresser les biais
potentiels dus aux données manquantes. Des boites a moustache (ou boxplots) permettant de
représenter la différence de variabilité de chaque variable ont été réalisées. Ces boites a
moustache concernent chaque variables discrétes : largeur, longueur, épaisseur, surface et
ratio longueur/ longueur de I’apex a I’embryon. Une serie de tests de corrélation, réalisés
entre les différentes variables deux & deux via la méthode de Pearson (sous R.2.14.2, fonction
cor.test) permet de visualiser les variables corrélées et d’écarter celles qui n’apportent aucune

information supplémentaire pour la suite des analyses.



Ainsi 5 variables quantitatives : épaisseur, largeur, longueur totale, surface (VD) et le ratio
longueur de I’apex a I’embryon sur longueur totale, seront gardées pour les analyses

statistiques suivantes.

Les erreurs de mesure et la reproductibilité des mesures ont été testées en utilisant différents
tests MANOVASs. Le niveau de variation des mesures discrétes et de la forme des graines a
été testé en utilisant les analyses en composantes principales (ACP) et les analyses
factorielles discriminantes (AFD) sur 1090 graines (20 par individu) selon 40 parametres
quantitatifs. Pour chaque individu, les coordonnées du point du centre de gravité des nuages

de points pour les graines ont été déterminées.

SPI

Le niveau de variation des longueurs d’ondes en dérivées secondes a été testé en utilisant les
analyses en composantes principales (ACP) afin de calculer les distances euclidiennes au
carré existant entre les espéces permettant la réalisation d’'une CAH et donc la visualisation
sous forme de dendrogramme des distances mesurées entre chaque individu. L’ACP a
¢galement été réalisé dans le but d’obtenir les coordonnées factorielles permettant la
réalisation d’analyses factorielles discriminantes (AFD). Ainsi il a été obtenu une réalisation
sous forme de nuages de points sur les 2 composantes canoniques principales. Pour chaque
individu, les coordonnées du point du centre de gravité des nuages de points pour les données
de SPIR ont été déterminées. La classification a pour but de regrouper des individus en
classes homogenes en fonction de 1’étude de certaines caractéristiques des individus : icCi
I’absorbance des individus sur une plage de longueurs d’ondes donnée (1100 a 2500 nm). Elle
utilise des mesures de distance entre chacun des individus pour former des classes de plus en

plus larges c'est-a-dire pour assembler des individus proches et séparer des individus éloignés.

Résultats

Caractérisation génétique des espéces pures de Phoenix a I’aide de marqueurs
microsatellites et minisatellites.

La structuration génétique d’un échantillonnage de 6 especes de Phoenix a été étudiée en
utilisant le programme Structure (Pritchard et al., 2000). Le nombre de clusters K étudiés
varie de 1 a 6. La log-vraisemblance a fortement augmenté a partir de K =2 a K = 3 (Annexe
Fig.1). L'approche par le delta K (Evanno et al., 2005) a évalué le nombre de clusters a 6
(Annexe Fig.1).




Figure 3. Structure de population inférée avec 107 individus de Phoenix d’espéces pures et 19 hybrides
génotypés avec 19 locus microsatellites, pour k=2 a K= 6. Chaque individu est représenté par une barre
verticale divisée en segments de couleur représentant le coefficient d’ascendance ou ancestry (q).
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Avec K = 6, les 6 espéces de Phoenix « pures » ont été parfaitement différenciées (Annexe 1,
Fig.2). Tous les individus génotypés ont été attribués aux clusters P. canariensis, P.
dactylifera , P.reclinata, P. robelenii, P. sylvestris et P. theophrasti (Annexe 1, Fig. 2). A
K=6, avec un seuil de 0,93 d’ascendance, le cluster P.dactylifera est compose de 39
individus, dont 15 sont des dattiers ayant un génotype occidental et 24 palmiers dattiers ayant
un génotype oriental (Annexe 1, tabl.1; Fig.3). Respectivement 15 et 7 individus ont été
attribués a P. reclinata et P. theophrasti avec un seuil d’ascendance égale a 0.96 et 0.99.
Quinzes individus ont été attribués a P.canariensis, 11 a P.sylvestris et 20 a P.roebelenii avec

respectivement 0.99, 0.89 et0.99 de seuil d’ascendance (Annexe 1, tabl.1).

Des analyses génétiques ont été reéalisees sur les données de génotypage des 19 marqueurs
microsatellites nucléaires (SSR) et des 3 minisatellites chloroplastiques. La premiére étape a
consisté a caractériser les espéces pures par leurs alléles privés et leurs chlorotypes
specifiques (Fig.4 et 5 ; Annexe 1, tabl.2). Quatre des six espéces étudiées possédent des
haplotypes différents constitués par la combinaison des trois loci minisatellites étudiées. Deux
especes, P. dactylifera et P. sylvestris possédent des haplotypes en commun (Fig.4). La
richesse allélique privée de notre échantillon varie de 30% pour P. theophrasti a 48 % pour
P. roebelenii (Fig.5). Le cluster affichant le plus grand nombre d’alléles privés est celui de P.

reclinata avec 59 alléles (Annexe 1, tabl.2).

Identification des hybrides dans notre échantillon via des marqueurs chloroplastique et
nucléaires.

Les données génétiques chloroplastiques (minisatellites) et nucléaires (microsatellites)
ont été utilisées afin d’identifier la parenté des hybrides de notre échantillon. Notre jeu de
données consiste en trois locus chloroplastiques (trnfM12, rpl16-rps3, trnfM9) qui, combinés,
forment des chlorotypes. La plupart des chlorotypes sont spécifiques d’une espéce. Il existe
un chlorotype partagé entre P. dactylifera et P. sylvestris (Fig.4), ce chlorotype étant tres rare
chez les P.dactylifera et présent a 100 % chez les individus de P. sylvestris de San Remo, et il

n’existe qu’un seul chlorotype chez P. canariensis, qui lui est spécifique.

De plus, les individus de P. canariensis possedent une duplication caractéristique a un locus
nucléaire, nous permettant facilement d’identifier les hybrides ayant un parent P. canariensis
(Pintaud et al.., 2010).Le chlorotype nous donnant des informations sur le parent femelle et

les données nucléaires nous donnant des informations supplémentaires sur les deux parents, il




Chlorotype
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Figure 4. Chlorotype des espéces de Phoenix.sp pures et hybrides.
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Figure 5. Part d’alléles privés des espéces purs de Phoenix dans les hybrides Phoenix, (92.005 & 91.039)
hybrides P. reclinata x P. canariensis, (91.037) hybride P. canariensis x P. dactylifera, (91.019 & 91.042) hybrides
P. dactylifera x P. canariensis, (91.020 & 12DP077) hybrides P. dactylifera x P. theophrasti, (91.005 a 91.047)
hybrides P. sylvestris x P. canariensis, (91.048) hybride P. canariensis x P. sylvestris.

1 2/ N s/6

B ». reclinata B ». dactylifera occidental [T P.robelenii

- P. canariensis D P. theophrasti

- P. dactylifera oriental - P. sylvestris

Figure 6. Structure de population inférée avec 107 Phoenix « purs » et 19 hybrides Phoenix génotypés pour K=
6. Chaque individu est représenté par une barre verticale divisée en segments de couleur représentant le
coefficient ou ’ancestry (q) dont la proportion de génome dérive de chaque groupe. Le graphique a été généré
sous Excel 2007.(1) hybrides P. reclinata x P. canariensis. (2) hybride P. canariensis x P. dactylifera. (3) hybrides
P. dactylifera x P. canariensis. (4) hybrides P. dactylifera x P. theophrasti. (5) hybrides P. sylvestris x P.
canariensis. (6) hybride P. canariensis x P. sylvestris.




est assez aisé de savoir de quel croisement est issu un hybride génotypé, bien que la situation
se complique au fil des générations avec des hybrides impliquant plus de deux especes.

Etude des données chloroplastiques

Les individus hybride ont été génotypés, dans le but de confirmer ou d’infirmer leur
identification morphologique, et d’identifier le parent femelle concerné pour le croisement.
Tous les hybrides étudiés proviennent des jardins de San Remo (ltalie) sauf un hybride P.
theophrasti x P. dactylifera provenant de Turquie. Grace a 1’étude des chlorotypes des
hybrides, le parent femelle de cinq des six types d’hybrides a pu étre identifié sans ambiguité
(Fig.4). Le parent femelle attribué aux P. dactylifiera x P. theophrasti est P. dactylifiera, celui
attribué aux P. reclinata x P.canariensis est P. reclinata, celui attribué aux P. dactylifera x
P.canariensis est P. dactylifera, celui attribué aux P.canariensis x P.sylvestris est
P.canariensis. Seul I’hybride P.sylvestris x P. canariensis a un chlorotype pouvant étre
attribué soit a P. dactylifera soit a P.sylvestris mais plus probablement a P. sylvestris dans le

contexte de Sanremo ou la fréquence de ce chlorotype est trés faible chez P. dactylifera.

Etude de la structure des populations d’hybrides

Dix neuf hybrides ont été génotypés en plus des 107 individus de Phoenix purs. Tous les loci
étaient polymorphes, le nombre de données manquantes est faible (Annexel, tabl.3). Le
nombre de clusters K étudié varie de 1 a 7.La log-vraisemblance a fortement augmenté a
partir de K = 6 (Annexel, Fig.2). L'approche par le delta K (Evanno et al., 2005) a évalué le
nombre optimal de clusters a 7 (Fig.3). Avec K = 6, les 6 especes de Phoenix « pures » ont été
parfaitement différenciées (Fig.3 et 6) ainsi que les différents hybrides. Tous les individus ont
été affectes a leur espece avec une valeur du coefficient d’ascendance de 0,79 & 0.99 (Annexe
1, tabl.4) pour les espéces pures. Pour déduire la structure des hybrides au sein des espéces de

Phoenix, nous avons étudié les résultats pour K = 6.

Pour plus de facilité, nous avons reclassé les hybrides de facon a ce qu’ils soient représentés
entre les deux parents putatifs concernés. Cette procédure nous permet d'identifier leurs
differences ou leurs ressemblances de structure pour K= 6 (Fig.6). Nous observons que tous
les hybrides P. reclinata x P. canariensis ont une structure correspondant aux clusters des
deux parents putatifs sauf le premier hybride pour lequel on retrouve du P. dactylifera. Tous
les hybrides P. canariensis x P. dactylifera, P. dactylifera x P. canariensis et P. dactylifera x
P. theophrasti forment des clusters intermediaires entre ceux des deux especes parentes

assignées.




Tableau 2. Loci microsatellites hétérozygote des individus hybrides avec un alléle privé appartenant a chaque
parent. Gris :P. theophrasti, jaune :P. reclinata , rouge : P.canariensis, bleu :P. dactylifera , saumon : P.
sylvestris. Le microsatellite mpdCRO15B est caractéristique de Phoenix canariensis. (0) absence. (1) Présence.

91020  P.dactyliferaxtheophrasti  110P026 158 38 261 261 123 13§ 22 252 66 0
91021 P, dactyliferax theophrasti  110PO34 358 361 261 %1 135 135 252 252 X 166 0
91022 P, dactylfera xtheophrasti  130P0S2 %8 361 261 261 13 135 X 166 9
120P077 P dactylifera x theophrasti  120P017 %1 31 %1 1 125 135 %2 2 x 165 ¢
[52005 P, reclinata x canariensis 110P005 M ™ 18 22 262 141 1% .
31001 Preclinataxcanatiensis  110P001 M9 49 26 m 1 % w [ 1
51.003 P, reclinata x canariensés 110P009 349 287 n 22 82 141 175 1
91004 P, reclinata x canariensis 110P017 M9 m Bl %2 262 141 166 1
51039 P raclinata x canariensis 1107019 49 I us 262 22 16 :
51005 P, sylvestris x cananiensis 110P025 358 80 7 w2 82 141 L 1
191.012 P, sylvestris x canariensis 1100073 358 285 125 262 A8 141 130 1
91,013 P, sylvestris x canariensis 110P081 354 105 125 28 268 143 150 1
91,083 P sylvestris x cananiensis 1107043 358 305 125 »8 266 141 150 1
91.047 P, sylvestris x canariensis 110P087 188 280 127 262 282 141 141 1
[51.019 P, dactylifera x canariensis 110018 358 m 123 0 w2 :
90,050 . dactylifers xcanariensis  110P02Y 358 m 125 %0 258 137 11 .
91.042 P, dactylifera x canariensis 110P035 358 123 %0 262
91,037 P canariensis x dactylifers  110PO11 158 123 250 262 141 152 1
51,048 P, canariensis x sylvestris 110P07S 358 125 266 280 141 150 :




Les hybrides P. sylvestris x P. canariensis ne possédent pas une structure de clusters tout a
fait intermédiaires a celles des deux parents. En effet, on retrouve des individus possédant du
P. roebelenii, et des individus possédant du P. roebelenii/P.reclinata bien qu’il n’y ait pas
d’hybrides P. robelenii/P.reclinata en Italie. Ce probléme est lié a un biais dans notre
échantillonnage, car les P. sylvestris purs étant trés rares sur le Riviera-Cote d’Azur, le
référenciel P. sylvestris pur est majoritairement composé d’un pool génétique d’Inde non

apparenté aux hybrides d’Italie.

Etude des alléles privés nucléaires et validation des hybrides.

L’étude chez les hybrides de la part d’all¢les privés appartenant aux espéces pures doit
nous permettre de déterminer a quelle génération (premiere génération ou n générations)
appartiennent les hybrides putatifs. La distinction d’hybrides F1 peut se faire sans ambigiiité
si les espéces pures parentes possedent 100% d’alléles privés et que I’hybride est hétérozygote
a chaque locus avec un alléle de chaque parent. Hors dans notre pool d’individus il y a un fort
pourcentage d’alleles partagés entre espéces. La distinction d’hybrides de n génération est
possible si un alléle prive de trois espéces au moins sont impliquées. On ne fera donc pas

facilement la différence entre un hybride F1 et un hybride n avec les données disponibles.

On considérera donc ici, qu’un individu est hybride lorsqu’il possédera un locus hétérozygote
avec un alléle privé de chaque parent. Pour chaque hybride putatif nous avons donc étudié la
présence et/ou 1’absence d’alléle privé caractéristique des espéces pures impliquées dans les
croisements (Fig.5). Au vu des résultats nous ne pouvons pas déterminer si nos hybrides sont

de premiére ou de n générations.

En observant les alléles privés présents chez nos hybrides putatifs (Fig.5), on peut distinguer
les individus ayant une forte probabilité d’étre issus d’une génération n. En effet les individus
91.003, 91.012, 91.013,91.043 et 91.048 possédent au moins un alléle privé de trois especes
différentes. Les autres individus ne possédant qu’un allele privé de deux individus purs, on
peut les confirmer comme hybride mais on ne peut pas leur attribuer de rang de génération.

Il faut néanmoins prendre en compte que les populations de référence des especes pures ont
de petits effectifs, aussi certains alléles qui apparaissent ici privés pourraient devenir partagés

avec un plus grand échantillonnage de référence.

Afin de confirmer que nos hybrides putatifs étudiés sont bien des hybrides, nous nous

intéressons donc a la position des différents alléles privés au sein de ces hybrides (tabl.2).
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Dans notre jeu de données microsatellites seuls 5 de nos 19 marqueurs SSR possedent au
moins un locus hétérozygote avec un alléle privé de chaque parent (sont mPdCIR015,
PdCUC3-ssr2, mPdIRD031, mPdCIR057 et mPdCIR063). Nos hybrides putatifs P.
reclinata x P. canariensis possédent de un a trois locus hétérozygotes avec un allele privé de
chaque parent (Fig.5). Nous avons donc quatre hybrides P. reclinata x P. canariensis trés
probablement de premiere génération et un de geénération n confirmé. Par I’étude de la
position des microsatellites nucléaire dans le génome des individus hybrides putatifs, nous
avons pu confirmer que deux hybrides putatifs sur trois de P. dactylifera x P. canariensis sont
tres probablement des hybrides premiéres générations et de génération n (respectivement
91.019 et 91.042). Deux hybrides putatifs sur cing de P. sylvestris x P. canariensis sont bien
des hybrides tres probablement de génération n pour le premier et de premiere génération
pour le second ( respectivement 91.005 et 91.047). L’hybride putatif P. canariensis x P.
dactylifera 91.037 est également confirmer comme hybride. Au niveau des hybrides putatifs
P. dactylifera x P. theophrasti, un seul hybride sur quatre a été confirmé comme étant un
hybride de génération n (91.022), tandis qu’un des trois hybrides putatif de ce groupe S’est
révelé étre un hybride P. dactylifera x P. reclinata de n génération (91.020) (tabl.2).

Essai de validation de la technique de reconnaissance des hybrides par la

morphométrie.

Dans ce paragraphe, nous allons tester I'nypothése selon laquelle les graines d’hybrides
possedent un profil morphologique intermédiaire au morphotype des deux « parents ».

Etude de la taille et caractérisation de la forme des graines d'individus purs et de ’hybride
HDR2 (génotypé)

La variabilité intraspécifique de la taille et de la forme varie selon les especes de Phoenix.
Certaines especes comme P. reclinata, P. sylvestris et P. dactylifera affichent une grande
variabilité au niveau de la taille et de la forme (Gros-Balthazard, 2012). Les dimensions des
graines étant trés variable d'une espéce Phoenix & une autre, la taille apparait seule mal

discriminante.

Contrastant avec la taille, la forme des graines est distinctive pour certaines especes de
Phoenix (Gros-Balthazard, 2012). La combinaison des dimensions et la forme des graines
offre une bonne discrimination entre les especes Phoenix. Certains d'entre eux restent
cependant mal discriminés. Cette difficulté de discrimination est probablement di a une forte
variabilité intraspécifique (P. reclinata) et / ou une forte similitude morphologique entre les
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différentes espéces (Gros-Balthazard, 2012). De plus une étude menée par M.Gros-Balthazard
(2012) a démontrée que les individus Phoenix a 1’état « sauvages » sont dmoins biens
discriminées entre elles, tandis que les Phoenix dactylifera domestiquées sont différentes et

forment un groupe a part facilement discriminé par les données de morphométrie des graines.

Pour chaque type de Phoenix (hybrides génotypés , P.canariensis, P.reclinata, P. sylvestris et
P. dactylifera) une moyenne a été calculée pour chaque paramétre de taille dans le but de
comparer I’ampleur de la variation pour une variable donnée entre les graines des individus de
méme groupe et entre les groupes. Le palmier dattier (P. dactylifera) se démarque par la taille
de ces graines (présente la plus grande longueur de semences (3.20 cm)), par une surface
élevé (2.25 cm?), ainsi que par la plus grande variabilité d’épaisseur (de 0.6 a 1.15 cm) et de
largeur (de 0.6 a 1.15 cm) au sein de notre échantillon (Fig.7).

D’aprés I’étude des corrélations des variables deux a deux (Fig.9), la variable largeur et
épaisseur (r =0.95, p-value < 2.2e-16), largeur et surface (r= 0.65, p-value < 2.2e-
16),epaisseur et surface (r=0.56, p-value < 2.2e-16), longueur et longueur de I’apex a
I’embryon (r=0.89, p-value < 2.2e-16), longueur et surface (r = 0.87 p-value < 2.2e-16) et la
longueur a I’embryon et la surface (r =0.79, p-value < 2.2e-16) sont tres corrélées (Fig.9). La
variable longueur de I’apex a I’embryon ne nous intéressant que pour réaliser le ratio longueur
total/ longueur de I’apex a I’embryon, elle ne sera donc pas prise en compte dans la suite de
notre étude. Toutes les variables seront conservées pour la suite des analyses statistiques bien
quelles soient fortement corrélées, car le nombre de variable est faible. Les analyses
statistiques sont donc réalisées sur 5 variables pour les mesures discrétes : longueur, largeur,

surface (VD), épaisseur et ratio longueur totale/ longueur de 1’apex a I’embryon.

Le contour moyen de chaque individu a été reconstruit en utilisant la méthode fondée sur la
méthode des transformés elliptiques inverses de Fourier (Rohlf et Archie 1984) dans un
premier temps chez les especes pures. Nous observons une hétérogénéité de la forme des
graines entre les différents individus, HDR2 inclus. Les especes pures, P. canariensis, P.
reclinata, P. sylvestris et P. dactylifera, affichent des morphotypes différents et se distinguent
assez bien les unes des autres. Avec une distinction bien plus marquée pour les P.dactylifera

Deux especes hybrides genotypées (HDR2 et HCS) sont incluses dans ces analyses.




Tableau 3. Pouvoir discriminant de la dimension et de la forme des graines des espéces du genre Phoenix
étudiées. Calculs effectués: LW: Longueur et largeur, NEF DS: coefficients de Fourier associée a
la face dorsale, NEF LS: coefficients de Fourier associés a la face latérale, NEF DS + LS: coefficients de Fourier
associés aux faces dorsales et latérales, LW + NEF (DS + LS): Combinaison de longueur et de largeur de
coefficient de Fourier associée a la fois aux cOtés dorsal et latéral. La couleur varie du rouge (faible pouvoir

discriminant) au vert (pouvoir discriminant élevé).

LW MNEF D5 MEF LS MEF D5+LS LW+ MEF [DS+L5)
P.canariensis 44% 49% 86% 738%
P.dactylifera 80% 84% T0%
P.reclinata 69% 36% 75% T0% 68%
P.sylvestris 60% 49% 50% 80% 80%
mean 63% 55% T0% B84% 80%

Tableau 4. Taux d’allocation (en %) des graines hybrides HDR2 par espéce a l'un des 4groupes : P. sylvestris,
P. dactylifera, P. canariensis, P.reclinata. Taux réalisé sur valeurs discrétes + mesures elliptiques de Fourrier.
Le surlignage : vert indique la plus grande valeur d’allocation. Les couleurs varient de rouge (faible
probabilité) a vert (forte probabilité).

P.canariensis P.dactylifera Poreclinata P.sylvestris  |Espéce alloude
P.canariensis 8% P.cananensis
P.dactylifera P.gactylifera

Preclinata m P.reclinata

P sylvestris m P.sylvestris
0767-HDA2 D2 P. sylvestris
0767-HOR2 D3 P, sylvestris
0767-MDR2 D4 P. sylvestris
0767-HDR2 DS 9.9 anensis
0757-HDAZ_D% p.sylvestris
O761-HOR2 D7 P.cansriensls

0767-HDRZ_D8 P. sylvestris

0767-HDR2 D3 P.reclinata

0767-HDR2 P, sylvestris
0767-HDA2_D11 L 27%e_canariensis
0767-HOR2 D12 P, sylvestris
0767-HDA2 D13 P. sylvestris
0767-HDRZ_D14 P.reclinata

0767-MDA2_D15 P. sylvestris
0767-HDR2_D16 P, sylvestris
0767-HDA2_D17 P. sylvestris
0767.HDR2 D18 P sylvestris
0767-HDA2_D19 p.dactylitera
0767.-HDA2 D20 P. sylvestris
HOR2 mean 0961 P sylvestnis

Tableau5. Taux d’allocation (en %) des graines hybrides HCS7 par espéce a 'un des 4groupes : P. sylvestris,
P. dactylifera, P. canariensis, P.reclinata. Taux réalisé sur valeurs discrétes + mesures elliptiques de Fourrier.
Le surlignage : vert indique la plus grande valeur d’allocation. Les couleurs varient de rouge (faible
probabilité) a vert (forte probabilité).

espéce d'assignation
1598 _HCS7_D1 P.canariensis

1598 _HCS7_D2 P.canariensis
1598_HCS7_D3 P.canariensis
P.reclinata

1598 _HCS7_D5 P.canariensis
1598_HCS7_D6 P.canariensis
1598_HCS7_D7 P.canariensis
P.canariensis

P.canariensis
1598 HCS7_D10 P.reclinata

1598_HCS7_D11 P.canariensis
1598_HCS7_D12 P.canariensis
P.canariensis




Différenciation des espéces du genre Phoenix (de notre échantillon) sur la base de la taille des

graines et de la forme

Des tests ANOVA effectuées sur la longueur et la largeur permettent de dire que la
différenciation des espéces de Phoenix sont significatives (p-value <2.10 °). L'existence
d'une différence de forme entre les différentes especes de graines de Phoenix a été testée a
I'aide d'une MANOVA réalisée sur les coordonnées des 5 premiers axes d'une analyse ACP
pratiquée sur les 64 coefficients de Fourier. Elle indique qu'une différence de forme de la
graine existe entre les 4 espéces de Phoenix inclus dans cette étude (Pillai = 1.0535, F =
77517, p <2.2.107%).

I'AFD (ou LDA) effectuée sur les variables de taille et de forme est représentée sur la Fig.10.
Le premier axe (73% de variance expliquée) représente la forme des graines: a gauche se
trouvent les especes a graines arrondies comme P. canariensis tandis que sur le c6té droit se
trouve P. dactylifera affichant un profil de graine allongée (Annexe 3). Le deuxieme axe est

lié a la fois a la taille et & la forme.

Les 4 especes de Phoenix purs étudiées constituent des groupes / nuages de points distincts.
Le groupe des hybrides HDR2 incluse dans cette étude se trouve au sein du groupe des P.

sylvestris.

Le pourcentage moyen d‘attribution correcte pour chacune des especes est calculé (tabl. 3). La
longueur et la largeur seuls permettent sur notre échantillon une distinction correcte des
especes (63% en moyenne). En moyenne, la forme latérale a un pouvoir discriminant plus
élevé que la forme du contour dorsal (70% contre 55 %). Lorsque les formes dorsales et
latérales sont combinées, le pouvoir discriminant augmente considérablement pour atteindre
84%. L'ajout des parameétres de dimension a la forme augmente encore l'attribution positive
pour chaque espéce, avec une moyenne de 80%. Les individus de P. dactylifera sont les plus
facilement différenciables avec un pourcentage d'allocation positif au-dessus de 80%.

Identification des hybrides génotypés HDR2, HCS et HCS7 a I'aide de la morphométrie

Les hybrides génotypés concernés dans notre échantillon sont les hybrides HDR2 issus d’un
croisement P.canariensis (male) x P. reclinata (femelle) et les hybrides HCS/HCS7 issus

d’un croisement P.canariensis (femelle) x P. sylvestris (male).

L’examen des boites a moustache réalisées sur les mesures discréetes (Fig.8) nous permet de

constater que les hybrides HDR2 ont un profil de taille tout a fait intermediaire entre leurs
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c Fourrier. Le surlignage : vert indique la plus grande valeur
] . d’allocation. Les couleurs varient de rouge (faible probabilité
o d'allocation) & vert (forte probabilité).
o ind Species  |tana dac re |syl }espéce dassignation
- ¢ . 3 : 0767-H0R2 | peanvec 14% 1% P.syhvestris
4 2 0 2 4 0768-HCR | peanvec W% 4% 24%|P.canariensis/ P.rediinats
LDA1 (853 %) O763-HCS | peansyl 5% 5% P.canariensis/ P.redlinaty
© Paiciyis ® precinata ® P camarensis ®0 synesns 0500-HCD3 | peandac s | 184lp. dactylifera) p.syivestri
AT Y T T A A 0301-HCD4 | peandac . P reclinata
Oy [ iyteide (502-HYB3 | peanx P.canariensis
1443-HCSS | peansyl %% 8% P.canariensis
157 HCS6 | peansy! 3% 1% P canariensis/p syivestrs
1598 HCST | peansyl 5 7% P.canariensis
Figure 15. Analyse factorielle discriminante réalisée 1600 HCD3 | peandac 75%’ 8P reclingta

sur la base des mesures discrétes et elliptiques espece
par espéce sur les hybrides et les espéces pures. (un
point représente l’ensemble des graines par individu).




deux parents (length : 1.2 a 1.5 cm pour HDR2 et respectivement 1.25 a 1.8 cm, 0.65 a 2 cm
pour P. canariensis et P. reclinata, p-value =1.74x10™).

Les hybrides génotypés et non génotypeés issus du croisement P. canariensis x P. sylvestris
sont également représentés et semblent également posséder un profil de taille intermédiaire
(Length, p-value = 3.139x10®) & celui des deux parents. Nous avons donc examiné plus en
détail la variable de taille (length) pour les hybrides génotypés HCS et HCS7 (Fig.8). Les
hybrides HCS ne présentant pas de différences significatives pour la variable de taille (p-value
= 0.3549345) on se concentrera donc sur HCS7 qui présente une disparité significative (p-
value= 5.96E-06). Nos deux groupes d’individus génotypés HDR2 et HC7 montrent bien la
nature hybride des individus étudié.

L'AFD (ou LDA) effectuée sur les variables de taille est représentée sur la Fig.10. Le premier
axe (73% de variance expliquée) traduit la forme des graines, le deuxiéeme axe est lié a la
taille. Les 4 especes pures constituent des groupes / nuages distincts, mais plusieurs nuages de
points représentant différentes espéces pures se chevauchent. Le groupe des hybrides HDR2
inclus dans cette étude se trouve au sein d’un nuage de point comprenant a la fois des
individus de P. sylvestris, de P.dactylifera et de P.canariensis. Le groupe des hybrides HCS7
inclus dans cette étude se situe au sein d’un nuage de point comprenant les individus

appartenant a P.canariensis.

L'AFD réalisée sur les transformés elliptiques de fourrier est représenté sur la Fig.11. Le
premier axe (65.3 % de variance expliquée) représente les formes des contours dorsaux et le
deuxieme axe (17.7 %) représente les formes des contours latéraux. Les 4 especes se
distinguent bien. Le groupe HDR2 se positionne dans le nuage de point caractérisant P.
sylvestris et le groupe HCS7 est inclus dans celui des P .canariensis. Les hybrides HDR2 et
HCS7 ne semblent pas posseder un profil intermédiaire a celui de ces deux espéces parentales,
respectivement P.reclinata / P. canariensis et P. sylvestris / P. canariensis.

Une derniere AFD est réalisée en combinant a la fois les données de taille et de forme (axe 1
et 2 représentent respectivement 71% et 18% d’inertie). Les mémes conclusions que pour

I’ AFD précédente peuvent étre avancées (Fig.13).

Le taux d’allocation a une espece pure pour chacune des espéces hybrides étudiées est calculé
sur les résultats de la derniere AFD (Tab. 4 et 5). Chaque espéce pure est allouée au minimum

a 68% a I’espece lui correspondant. La meilleure allocation concerne P. dactylifera (94%)
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Pour I’¢étude de nos hybrides HDR2 et HCS7, nous avons réalisé une allocation graine par
graine, puis nous avons calculé les moyennes pour savoir a quelle espece les groupes HDR2
et HCS7 sont attribués. Seules deux graines de HDR2 sont allouées a P.reclinata
(respectivement 94% et 100%) (Tab.4), trois autres sont allouées a P. canariensis
(respectivement 70%, 94% et 96%), une seule est allouée a P. dactylifera et toutes les autres
graines (soient 14 graines) sont allouées a P. sylvestris avec un taux d’allocation allant de 70 a
100 %. En moyenne le groupe d’hybride HDR2 est alloué a P. reclinata (respectivement 96%
et 98%), et toutes les autres graines (18 graines) sont allouées a P. canariensis avec un taux
allant de 71 a 100 %. En moyenne, le groupe d’hybride HCS7 possédera donc une
morphotype plus proche de celui de P. canariensis.

Vérification de la méthode d’identification des hybrides via les analyses de

morphométrie.

Afin de confirmer les résultats des analyses réalisées sur les hybrides HDR2 et HCS7, nous
avons réalisé les mémes analyses statistiques sur I’ensemble des hybrides présents dans notre
échantillon. Comme précédemment, par le calcul d’une moyenne de chaque paramétre de
taille. Des tests ANOVA et MANOVA (respectivement & p-value <2.10 ™ et Pillai = 0.69232
, F = 114.78, p <2.2.10™) ont été réalisés dans le but de comparer I’ampleur de la variation
pour une variable donnée entre les graines des individus de méme groupe et entre les groupes
en y incluant les hybrides regroupés par individus, puis par espece (Annexe 4, Fig.1). L'AFD
effectuée sur les variables de taille est représentée sur la Fig.13. Le premier axe (74% de
variance expliquée) représente la forme des semences, le deuxiéme axe est lié a la taille des
semences (20 %). Les hybrides sont regroupés par individu et constituent des groupes / nuage

assez distincts les uns des autres.

Les groupes des hybrides P.canariensis x P.sylvestris (PCANSYL) inclus dans cette étude se
trouve au sein d’un nuage de point comprenant a la fois des P.sylvestris, et des P.canariensis
a mi chemin entre les groupes de P.dactylifera et P.reclinata.Alors que le groupe des hybrides
P.canariensis x P. dactylifera se positionnent au sein d’un nuage de point formé par les
individus appartenant & P. dactylifera et I’hybride P. canariensis x P. reclinata non génotypé
se retrouve également dans ce nuage mais également proche de celui de P. sylvestris. Le
groupe d’hybride P.cancariensis X P.inconnu se place trés pres du nuage de point composant

les P. canariensis et P. sylvestris (Fig.13).

L'AFD réalisée sur les transformés elliptiques de fourrier est représenté sur la Fig.14. Le

premier axe (71 % de variance expliquée) représente les formes des contours dorsaux et le
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deuxiéme axe (18 %) représente les formes en vue latérale. Les groupes d’hybrides sont

répartis de fagon hétérogéne par rapport aux deux espéces parentales pures.

Les hybrides PCANDAC suivent le méme schéma. Ils sont proches du groupe formé par P.
canariensis et se placent dans le groupe constitué par les individus de P .reclinata. lls ne
semblent donc pas posséder un profil intermeédiaire a celui de ces deux espéces parentes P.
sylvestris et P. canariensis. Les autres groupes d’hybrides tels que P. canariensis x P.
dactylifera et I’hybrides P.canariensis x P. reclinata non génotypés possédent une grande
hétérogénéite et se positionnent dans plusieurs nuages de points ne correspondant pas a celui

des parents ou a un profil intermédiaire.

Une derniére AFD est réalisée en combinant a la fois les données morphologiques et les
transformées elliptiques de Fourrier (axe 1 et 2 représentent respectivement 65.3% et 17.7%
de variance expliquée). Les mémes conclusions que pour I’AFD précédente peuvent étre

avancées (Fig.15) .

Le taux d’allocation a une espece pure de chacun des hybrides étudiés est calculé sur la base
de la derniére AFD (tabl. 6). La meilleure allocation concerne P.canariensis (100%). Pour
I’étude de nos hybrides, nous avons réalisé une allocation graine par graine, puis nous avons
regardé a quelle espéce les différents groupes d’hybrides sont attribués en moyenne. On
remarque qu’aucun de nos hybrides PCANDAC issus du croisement P. sylvestris x P.
canariensis ne sont correctement alloues (tabl.let 2, Annexe 4), car ils sont en moyenne
attribués a P. canariensis (46%). Il en va de méme pour les hybrides P. canariensis x P.

dactylifera qui sont en moyenne alloués a P. reclinata (49 %).

Essaie de validation de la technigue de reconnaissance des hybrides par la SPIR.

Dans ce paragraphe, nous allons tester I'nypothese selon laquelle les feuilles d’hybrides de
Phoenix possedent un profil de SPIR intermédiaire entre celui des deux « parents ». Les
informations contenues dans le spectre visible ne semblent pas intéressantes dans le
phénotypage par SPIR ; ceci s’explique par le fait que le spectre visible enregistre de

nombreux facteurs liés a I’environnement (chlorophylle, eau dans les tissus...).

On étudiera donc seulement le spectre en proche infrarouge (a partir de la longueur d’onde
1090) (Bidel, 2008/2009).Des études préalables (Bidel, 2008/2009) ont montré que la
différence entre les espéces appartenant au genre Phoenix ne se situe pas au niveau de la
position des pics sur I’ensemble du spectre mais sur 1’amplitude de ceux-ci (Bidel,

2008/2009). 1l est donc supposé que les différentes especes du genre Phoenix sont
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Tableau 7. Matrice de confusion pour la validation croisée des données de SPIR pour les espéces pures.

Matrice de confusion pour les résultats de la validation croisée :

de\, Vers can dac rec rob the Total % correct
can = 5 1 0 1] 15 60.00%
dac 2 9 a4 0 1] 15 60.00%
rec 0 3 11 1 1] 15 73.33%
rob 1 0 0 19 o 20 95.00%
the 0 1 a4 0 1] 5 0.00%
Total 12 18 20 20 1] 70 68.57%

Tableau 8 .Taux d’allocation (en %) des graines hybrides par individu a ['un des 4groupes : P. theophrasti, P.
dactylifera, P. canariensis, P.reclinata. Taux réalisé sur la SPIR en dérivé seconde. Le surlignage : vert indique

la plus grande valeur d’allocation. Les couleurs varient de rouge (faible probabilité) a vert (forte probabilité.

Ind

Species

91.001
91.003
91.004
92.005
91.039

preccan
preccan
preccan
preccan
preccan

91.019
91.04
91.042

pdaccan
pdaccan
pdaccan

91.02

pdacrec

91.021
91.022

pdacthe
pdacthe

91.037

pcandac




qualitativement composeées des mémes constituants mais que de grandes différences

quantitatives existent.

Etude comparative des Phoenix italiens, américains et francais (lle de Porquerolles)

Outre le calcul du carré des distances euclidiennes entre individus et le calcul des
coordonnées factorielles, I’ACP permet d’obtenir la projection de chaque individu sur les

deux axes principaux (composantes principales) (Fig.16).

Les deux axes principaux expliquent 39.55% de la variabilité totale. La répartition observee
montre un regroupement des individus issus de San Remo (Italie) et un regroupement des
individus Ameéricains appartenant a P.dactylifera. En plus de ces 2 répartitions, une
structuration au sein des individus Italiens est observée. Les individus d’une méme espéce
semblent se regrouper. lls forment des groupes plus ou moins distincts hormis pour P.
dactylifera et P. canariensis. A l'aide d'une AFD nous avons cherché a prédire 1’appartenance
de chaque individu étudié a une espéce de Phoenix a 1’aide des longueurs d’onde en proche

infrarouge (Fig.18).

Une premiére AFD a été réalisée sur les données de SPIR. Les individus de Sanremo formant
une population multi spécifique se distinguent bien des individus de Californie et de
Porquerolles issues des collections de ressources génétiques d’Afrique du Nord et du Moyen
Orient. On a donc une hétérogénéité de leur distribution reflétant la diversité des origines de
ces Phoenix dactylifera (Fig.17).

Une seconde AFD a éte realisée sur les données de SPIR des espéces italiennes pures (sur 6
especes) et des deux autres groupes de P. dactylifera dans le but de comparer les individus de
P. dactylifera de Porquerolles et des USA au modéle (Fig.18). Les deux axes représentent 75
% de la variabilité. La répartition observée montre un regroupement des individus Italiens par
espece sauf pour P. theophrasti qui se retrouve avec P. canariensis. Les individus
supplémentaires P. dactylifera des USA et P. dactylifera de Porquerolles ne sont pas attribués
aux P. dactylifera italiens et forment deux groupes distincts. On remarque néanmoins que les
individus ameéricains de P. dactylifera se retrouvent dans I’ellipse de confiance des P.
dactylifera Italiens. Les individus de P. dactylifera de Porquerolles sont les plus éloignés des

P. dactylifera Italiens a contrario de la premiére AFD réalisée.
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Tableau 9. Hybrides pouvant potentiellement étre présents a Sanremo.
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Une CAH sur les données de SPIR a été realisée afin de calculer le carré des distances
euclidiennes entre les différents groupes de P. dactylifera, puis une autre en rajoutant les
espéces pures de de notre échantillon. Celles-ci ont alors été représentées sous forme d’arbres
(Fig.19). Trois grands groupes se distinguent parmi lesquels deux sont assez proches au
niveau du proche infrarouge et de la génétique. En effet, plus une branche est grande plus les
individus sont éloignés. Le premier groupe est constitué des individus P. canariensis P.
theophrasti, P. robelenii et les individus italiens de P. dactylifera. Le second groupe qui est
relativement proche est constitué des individus américains de P. dactylifera, tandis que le
troisieme groupe plus éloigné des deux autres est constitué des P. dactylifera de Porquerolles.
Le méme dendrogramme est obtenu pour la génétique et pour les données de SPIR en dérivé
seconde.

Les groupes de P. dactylifera des USA et de Porquerolles forment des groupes distincts des
individus italiens. Ils ne seront pas utilisés pour la suite de nos analyses. On se concentrera

donc sur les Phoenix Italiens et les hybrides venant également de la région de San Remo.

Etude comparative des Phoenix Italiens et des hybrides de notre échantillon

La méthode de I’AFD semble bien plus efficace dans notre étude car elle cherche les variables
les plus @ méme d’expliquer le modé¢le initialement imposé permettant ainsi d’éliminer un bon
nombre de variables liées a des facteurs environnementaux. L'analyse discriminante linéaire
effectuée sur les variables de SPIR en dérivé seconde est représentée sur la Fig.20. Le premier
axe (47.55% de variance expliquée) représente les premieres variables discriminant le mieux
les espéces purs, le deuxiéme axe (26.23%) représente les autres variables. Les 5 espéces
pures étudiées constituent des groupes/ nuages distincts ; aucun nuages de points représentant

différentes especes purs ne se chevauchent.

Les groupes d’hybrides inclus dans cette étude se trouvent hors des nuages de points imputes
aux especes pures et semblent également regroupés en nuages de points homogenes
représentant les hybrides issus de couples purs similaires. Certains groupes d’hybrides tels
que P. canariensis x P. sylvestris et P. sylvestris x P. canariensis ne peuvent pas étre
clairement analysés car il nous mangue les donnés concernant les Phoenix sylvestris purs. Les
groupes « pdaccan », « pcandac », et « pdacthe » sont intéressants car ils sont positionnés
entre leurs especes parentes de facon a avoir un profil quasi intermédiaire. Ceci est d’autant
plus intéressant car d’apres les validations croisées les espéces de Phoenix purs canariensis,

dactylifera sont respectivement correcte a 60 % (Tab.7).
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Figure 22.Phénologie de floraison des Phoenix dactylifera sur la Rivierra italienne (San remo et Bordighera).
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Figure 23. Phénologie de floraison des Phoenix canariensis de

Sanremo, pour les mois d’avril et mai 2013.
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Figure 24. Phénologie de floraison des Phoenix reclinata de

Sanremo, pour les mois d’avril et mai 2013.




Le taux d’allocation pour chacune des especes hybrides étudiées ici a une espéce r est calculé
sur la derniere AFD (Tab.7). Chaque espéce pure étudiée dans notre échantillon est allouée au
minimum & 60% a 1’espéce lui correspondant. La meilleure allocation concerne P. robelenii
avec un taux d’allocation de 95%. Pour I’étude de nos hybrides, nous avons réalisé¢ une
allocation graine par graine (tab.8). On remarque que les hybrides ne suivent pas le profil 50
% d’un parent et 50 % de I’autre parent concerné par le croisement. Seul un individu du
croisement « preccan » et « pcanrec » ont un taux d’allocation proche de 50 % pour le parent

P. reclinata.

Une CAH sur les données de SPIR a eté realisée afin de calculer le carré des distances
euclidiennes entre les différents groupes purs et hybrides (Annexe 5, Fig.1) et deux autres ont
été réalisées respectivement sur les données microsatellites et chloroplastiques (Annexe 5,
Figure 1 B et C). On observe que les différents arbres générés avec les hybrides, que se soit
génétique, chloroplastique au SPIR ont des conformations toute a fait différentes. Les
hybrides ne sont pas regroupés de la méme facon et les distances entre les espéces pures
varient également. L’espéce pure Phoenix sylvestris n’a pas pu étre représentée sur nos

dendrogrammes car il n’y avait pas assez d’individus.

Etude de la phénologie des Phoenix ltaliens pour une meilleure compréhension de la
dvnamique d’hvbridation.

L’hybridation est un processus aux conséquences diverses sur I’évolution des espeéces qui est
difficile a étudier lorsque les espéces se distinguent mal au niveau morphologique. Si 1’on
exclut le Phoenix theophrasti et ses hybrides qui sont des plantes de collections introduites
récemment dans le Palmetum de la Villa Ormond, et le Phoenix roebelenii qui est une espece
tropicale marginalement adaptable sur la Riviera, nous avons une population de quatre
espéces en interaction, pouvant produire douze combinaisons interspécifique (tabl.9). Or, les
hybrides observés ne sont pas distribués de facon homogene dans ce champ de possibilités.
Dans la mesure ou la diversité du genre Phoenix a Sanremo est le résultat de plusieurs
générations de semis de graines issues de fécondation libre sur place, nous cherchons a savoir
dans quelle mesure la phénologie des espéces peut expliquer la structure du pool hybride.

L’exploitation des données recueillies au préalable par Castellana, Pintaud et Littardi (2010)
montre 1’existence de deux saisons de fructification chez les Phoenix dactylifera, dont le
départ se situe lors des solstices d’été et d’hiver. La saison de fin d’été étant toutefois

mineure, avec environ 10% des individus en fleur.
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La saison normale se caractérise par une montée tres étalée, avec un pic qui précéde de peu la

fin de la floraison (Fig.21).

L’exploitation des données recueillies pour Phoenix dactylifera en 2008/2009 montre une
baisse de production croissante de la production des spathes fermees et un effet inverse au
niveau de I’apparition des inflorescences (Fig.22 A). Entre avril et mai on est donc en plein
cycle reproducteur, avec trés peu de fruits verts et de fruits mirs (fruits persistants de I’année
précédente). En 2013, les données montrent des résultats similaires au niveau du cycle
reproducteur, bien que moins marqués. En effet, le nombre de Spathe fermées présente au
cours du mois reste présent sur plus de la moitié des individus et seul trois quart des individus
sont en fleurs lors de la derniére relevée (Fig.22 B). Le nombre d’individu présentant des
fruits mars ou persistant est plus faible cette année la et le nombre d’individu présentant des

fruits vert est huit fois plus important en 2013 qu’en 2008/2009 (Fig.22 B et C).

Le cycle reproducteur des Phoenix dactylifera reste régulier au fil des années, on peut donc
estimer la période de reproduction active d’une espéce telle que Phoenix dactylifera sur une
échelle de un mois. Seules quelques variations apparaissent, montrant un léger retard ou une
Iégere avance du cycle reproducteur. Ce retard ou cette avance dans le cycle reproducteur sur
les sites similaires au fil des ans, est d0 aux variations climatiques (températures, pluie,

humidité) présentes entre les différentes années (Annexe 6, Fig.1 et 2).

Nous nous sommes donc basés sur les résultats de la phénologie de floraison de Phoenix
dactylifera pour commencer a étudier le cycle de floraison de deux autres especes du genre
Phoenix, Phoenix canariensis et Phoenix reclinata. Comme pour Phoenix dactylifera nous
avons effectué les premiéres relevées entre avril et mai afin de comparer la période de

reproduction active de ces trois espéces du genre Phoenix.

Les individus Phoenix canariensis présentent un nombre relativement faible de spathes
fermées et de fleur sur la période étudiée (Fig.23). Seul un tiers des individus présentent des
spathes entre le 24 avril et le 7 mai, puis plus aucune n’est observée lors du dernier relevé, les
spathes s’étant ouvertes et ayant pourries (aspect noir, Fig.3 Annexe 6) stirement a cause de la
forte quantité de pluie tombée entre ces deux relevés (Annexe 6). Contrairement aux
P.dactylifera, les P. canariensis ont fini leur premier cycle de floraison et un tiers des

individus possedent des fruits verts (Fig.23).



Les Phoenix reclinata, semblent présenter sur une méme période de un mois tous nos stades
du cycle reproducteur, spathes fermées, fleurs, fruits verts et fruits mars (Fig.24). Il faut
néanmoins prendre en compte dans cette étude que ces stades n’apparaissent pas sur les
mémes individus. En effet les spathes et les fleurs sont présentes chez certains individus
(jeunes le plus souvent). Tandis que les fruits verts et les fruits mirs n’apparaissent que sur les
individus plus vieux. On a donc affaire a des individus jeunes qui en sont a la phase de
floraison et des individus plus agés qui ont déja fructifiés et passés la phase de floraison
(Fig.2, Annexe 6).

Discussion et perspectives

Afin d'améliorer nos connaissances sur la dynamique d’hybridation du genre Phoenix
sur la Riviera Italienne, nous avons entrepris une étude basée sur trois approches
complémentaires : une approche génétique s'appuyant sur 19 marqueurs microsatellites (SSR)
et sur 3 marqueurs minisatellites chloroplastiques ; une seconde approche phénotypique
fondée sur la morphomeétrie des graines et sur la spectrophotométrie proche infra-rouge. Une

derniere approche basée sur I’étude de la phénologie de la floraison.

Morphométrie et génétigue, deux études complémentaires.

La morphométrie est une méthode relativement simple, peu codteuse, et permettant
d’étudier de nombreuses espeéces de plantes. Elle donne donc acces a I’agrobiodiversité, et
permet d’étudier sa dynamique dans le temps et I’espace. En revanche, une des limites de la
morphométrie est qu’elle ne permet pas d’étudier les males car ils ne produisent pas de fruits
et donc pas de graines. La génétique est donc essentielle pour étudier I’ensemble des espéces
du genre Phoenix car elle permet d’intégrer les males des populations actuelles. Il apparait

essentiel de noter, que la morphologie est en partie affectée par 1I’environnement.

I est difficile de différencier les effets de I’environnement (plasticité phénotypique) de la
composante génétique (héritabilité), ce qui apparait pourtant comme un pré-requis a I’analyse
morphométrique. Il a été démontré que la taille des graines est affectée par I’environnement et
ne peut donc constituer un critére fiable pour différencier les especes de Phoenix (Gros-
Balthazard, 2012). En revanche, la forme des graines apparait plus stable. En effet, un méme
cultivar poussant dans des environnements différents fournit des graines de forme similaire
(Terral et al., 2012).

——
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L’identification des individus hybrides a pu se faire sur la base de données de génotypage. Au
cours de notre étude on a pu voir que la forme de la graine n’est pas toujours en accord avec
les données génétiques (tabl.8). En effet, les individus de notre échantillon que nous avons
identifiés comme hybrides via leur analyse génétique ne présentent pas un profil intermédiaire
attendu entre celui des deux espéces dont ils sont issus. Phénoméne pouvant étre expliqué par
le fait que nos hybrides ne soit pas de premiere génération.

Cette différentiation n’est pas parfaite mais nous pouvons observer qu’un profil intermédiaire
est observé au niveau du parametre de longueur (Annexe 6, tabl.1) ainsi que pour certains
hybrides putatifs de notre échantillon au niveau des analyses de morphométrie géométrique
(Fig.14) ainsi qu’en combinant les données de morphologie traditionnelle et les données de
morphologie géométrique (Fig.15).

Il serait donc intéressant de poursuivre ces études d’identification phénotypigque en combinant
les deux approches de morphométrie tout en génotypant les autres hybrides étudiés ici. De
plus, les graines d’hybrides étudiées sont issues de génération 1 a des générations n. Donc
I’apport d’information génétique provenant de plusieurs espéces de Phoenix (aprés n
génération) peut influencer de facon tres importante la forme des graines. Pour une meilleure
optimisation de cette méthode, il faudrait pouvoir réaliser les croisements avec les deux
mémes individus parents et avoir au minimum 20 graines par individu. Cette étude devra
ensuite étre réalisée sur deux ans afin de confirmer la reproduction du protocole.

Cette méthode permettrait d’éviter une trop grande hétérogénéité et de diminuer la part de
variabilité génétique apporté par la fécondation d’un individu femelle par différents individus

males.

Les études génétiques réalisées sur I’ensemble des Phoenix de notre échantillon indiquent une
forte structuration du génome nucléaire. Au niveau morphologique, la structuration n’est pas
aussi nette (Terral et al., 2012) et peu existante chez nos hybrides. Grace a la combinaison de
données chloroplastiques et nucléaires, nos différents hybrides s’avérent avoir en général une
origine conforme a celle qui leur a été attribuée de fagon hypothétique au départ sur la base de
I’aspect morphologique. L’étude des alleles privés nous a néanmoins permis d’identifier un
des hybrides putatifs P. dactylifera x P. theophrasti comme étant en fait un hybride P.
dactylifera x P. reclinata. Il faudra alors étudier la morphométrie de ces graines afin de savoir



s’il y a une correspondance phénotypique pour cet hybride au niveau des parametres de
morphométrie. Néanmoins on peut noter que 1’hétérogénéité observée au niveau des hybrides
P. canariensis x P. dactylifera peut étre due au fait qu’au sein méme de I’espéce pur P.
dactylifera il y est une grande hétérogéneité de morphologie, ce qui pourrait jouer sur

I’homogénéité de ces hybrides (Fig.7).

SPIR et génétique, deux études complémentaires.

La SPIR présente plusieurs avantages, elle nécessite un volume d’échantillon tres
faible, il s’agit d’une solution analytique tres rapide (moins d’une minute pour obtenir un
spectre) qui ne généere ni consommation de réactifs ni de production de déchets. Elle a de plus

I’avantage d’étre simple d’utilisation.

De plus, via cette méthode nous pouvons étudier a la fois les individus males et les individus
femelles, ce qui n’est pas le cas avec la morphométrie.En revanche un inconvénient a cette
méthode dans le cadre d’une étude sur échantillons foliaires demeure, il s’agit de la
préparation longue et laborieuse des échantillons. En effet, pour obtenir suffisamment
d’échantillons de poudre de feuilles (1,5g) 30min & 1h par spécimen sont nécessaires (Biddel,
2009). L’utilisation d’appareils de broyages, permettrais de diminuer le temps de préparation

et de rendre la manipulation plus aisée.

Il apparait essentiel de noter que la SPIR est en partie affectée par 1’environnement
dans les longueurs d’onde du visible et qu’il est donc intéressant de ne s’intéresser qu’aux
longueurs d’ondes du proche infrarouge. Il a été démontré au cours de nos analyses sur les
especes pures qu’il y a une correspondance entre les données génétiques nucléaires et les
données de SPIR dans le proche infrarouge (basé sur les spectres corrigés en dérivé seconde).
Cependant lors de 1’étude des hybrides cette correspondance n’est pas retrouvée que se soit au
niveau des microsatellites nucléaires ou des minisatellites chloroplastiques. Il faut alors
prendre en compte que pour réaliser les analyses il nous manquait des individus purs en
données SPIR (notamment les Phoenix sylvestris dont un seul individu était disponible dans
notre échantillon) ou que 1’on avait un déséquilibre du nombre d’individus purs disponibles.
On remarque une tendance identique pour nos hybrides étudiés. En effet notre plus grand
nombre d’hybrides sont issu d’un croisement issu d’un parent P. sylvestris, ce qui peut

entrainer un biais dans la génération de nos dendrogrammes.
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On peut également noter qu’une différentiation intraspécifique peut étre observée en fonction
de la provenance des échantillons. En effet on peut noter une différence a la fois genétique et
de composition (données SPIR) entre les différents individus de P. dactylifera provenant de

Porquerolles, San Remo et des USA (pools génétiques différents).

Cette méthode semble donc étre efficace pour différentier les individus de fagon
interspécifiques, ce qui est validé par nos données génetiques. Néanmoins il semblerait
pertinent dans un premier temps de travailler sur des individus provenant d’un méme site de
fagcon a mieux maitriser les composantes environnementale et genétique. De plus, comme
pour la morphométrie 1’échantillonnage devra étre réalisée de manicre plus rigoureuse. Notre
échantillon devra contenir un nombre d’individu identique pour chaque espéce de Phoenix
étudié, ces individus devront étre génotypés afin de confirmer la correspondance au niveau

génétique.

Des études antérieures ayant démontré (Biddel, 2009) qu’en fonction de la période de récolte
une variation des spectres peut étre enregistrée, donc chaque individu devrait étre
échantillonné plusieurs fois au cours de 1’année (printemps, été, automne, hiver) afin d’avoir
un spectre complet. Le plus pertinent serait d’échantillonner les individus purs utilisés pour

réaliser les croisements lors de 1’étude de morphométrie.

L’apport de la phénologie a la dynamique d’hybridation

L’¢étude de la période de floraison des différentes espéces pures de Phoenix a Sanremo nous
permet de comprendre la présence de certains hybrides et ’absence d’autres. En effet si on
regarde 1’époque de floraison de nos trois principales espéces : Phoenix dactylifera, Phoenix
reclinata et Phoenix canariensis; on peut remarquer que les périodes de floraison et de

fructifications sur les mois d’avril et mai différent.

En effet, on a pu observer que les Phoenix dactylifera et les Phoenix canariensis de Sanremo
(Italie) ont des périodes d’anthéses coincidant (respectivement : de début mars a mi mai pour
P.dactylifera et un cycle d’anthése s’achevant début mai pour P.canariensis). Les espéces P.
dactylifera et P. canariensis achevant leur cycle d’anthése, se sont les Phoenix reclinata qui
vont entrer en floraison (période de début mai). Ainsi par cette premiére étude de phénologie
nous permet d’expliquer la présence d’hybrides spontanés P.dactylifera x P.canariensis et la

présence d’hybrides spontanés P.canariensis x P.reclinata. Les P.canariensis ayant des cycles



de floraison toute 1’année (C. Littardi), il est plus facilement hybridable avec les autres
espéces de Phoenix.

Le phénotype « taille » va également jouer un réle dans la dynamique d’hybridation dans le
genre Phoenix. Certaines especes de Phoenix telles que les Phoenix rupicola (8 metres)
caractérisée par une taille inférieure a celle des autres espéces de Phoenix va avoir du mal a
pollinisées une espéce de tres haute taille telle que Phoenix canariensis (20 métres) , Phoenix
reclinata (15 metres) ou Phoenix dactylifera (20- 25 métres) (D.Jacquemin.,1999). Cela est
confirmé par le fait qu’on ne trouve pas d’hybride spontanés Phoenix reclinata x Phoenix
rupicola ou d’hybrides spontanés Phoenix dactylifera x Phoenix rupicola sur le site de

Sanremo.

Ainsi, la dynamique d’hybridation du genre Phoenix va étre déterminé de fagon génétique, par
la période de floraison et plus particulierement au niveau de la durée de 1’anthése, mais aussi

au niveau des caractéres phénotypiques tels que la taille du palmier.

Synthése des résultats et perspectives scientifigues

La morphométrie, la SPIR et la génétique apparaissent comme des méthodes tres différentes
mais complémentaires et le croisement de ces approches apparait extrémement prometteur
pour les études d’hybridation du genre Phoenix a venir. Les résultats recueillis au cours de
ces travaux vont ainsi pouvoir amorcer le début de la création d’un modele de reconnaissance
des hybrides du genre Phoenix et permettre de mieux comprendre la dynamique d’hybridation
de ces espéces. Des études complémentaires au niveau phénotypique pourront étre réalisées,
notamment en appliquant la méthode de morphométrie sur les palmes, ou encore en réalisant
des études de la composition biochimique (composition en sucre et en protéine et hormones
végétales) des feuilles et du stipe. Des relevés complémentaires devront également étre
réalisées sur les sites de Sanremo afin de connaitre et d’identifier les différents cycles de
floraison des différentes especes du genre Phoenix. Ces études devront également étre
réalisées sur les cycles globaux et sur les deux sexes séparément. Avec toutes ces données la
compréhension de la dynamique d’hybridation au sein du complexe d’espéces que forme le
genre Phoenix pourra étre appréhendé et utilisé pour réaliser des croisements dirigés pour

compléter les données du modéle de reconnaissance des hybrides du genre Phoenix.

——
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Annexe O

Abrérviations

e ACP : Analyse en composante principale.

e AFD : Analyse factorielle discriminante.

e CAH : Classification Ascendante Hiérarchique.

e CBAE : Centre de Bio-Archéologie et d'Ecologie.

e CRA : Research unit for Floriculture and ornamental Species.

e CRPS : Centre d’étude e de recherche pour le Palmier.

e CP : composante principale

e dacUSA : Phoenix Dactylifera provenant des USA.

e dacPOR : Phoenix Dactylifera provenant de I’ile de Porquerolles.
e HDR?2 : Hybride Phoenix dactylifera x Phoenix sylvestis.

e HCS : Hybride Phoenix canariensis x Phoenix sylvestris.

e LDA (Linear discriminant analysis) : a mettre dans ta liste des abréviations
e MCMC : Chaine de Markov Carlo Monte.

e PCANDAC : Hybride Phoenix canariensis x Phoenix dactylifera.

e PCANSYL : Hybride Phoenix canariensis x Phoenix sylvestris.

e PCANX : Hybride Phoenix canariensis X Phoenix inconnu.

e |IRD : Institut de recherche pour le développement.

e SPIR : Spectrophotométrie a infrarouge.

e PIR : Proche infrarouge



Annexe 7
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e Figure 1. Graphique du maximum de log likelihood a travers les 10 runs (droite) et le delta K
de I’analyse de Structure pour les espéces pures seules.

e Tableau 1. Cluster d’ attribution par [’ancestry des espéces de Phoenix. Sp a K = 6.

cluster1 | cluster 2 | cluster 3 | cluster 4 | cluster 5 | cluster 6 | Individuals

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.99 15
P. canariensis

0.00 0.00 0.93 0.06 0.00 0.00 39
P. dactylifera

0.96 0.00 0.01 0.00 0.00 0.02 15
P. reclinata

0.00 0.99 0.00 0.00 0.00 0.00 20
P. roebelenii

0.02 0.04 0.03 0.00 0.89 0.01 11
P. sylvestris

0.00 0.00 0.00 0.99 0.00 0.00 7
P. theophrasti
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Figure 2. Structure de population inférée avec 107 Phoenix
et 19 hybrides Phoenix génotypés pour k=2 a K= 6. Chaque
individu est représenté par une barre verticale divisée en

segments de couleur

représentant

le coefficient ou

l’ancestry (q) dont la proportion de génome dérive de
chaque groupe. Le graphique a été généré sous Excel 2007.




Tableau 2. Nombre d’alléles privés pour chaque marqueur microsatellites dans les différentes
especes de Phoenix . sp « purs ».
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Tableau 3. Informations concernant les marqueurs microsatellites utilisés pour les especes de
Phoenix pures .Les « x »correspondent aux données manquantes.

Marker Prop. Missingdata ___ Genotype No Allele No
mPdIRDO31 0 X 10
mPdIRD033 0 X 6
mPdIRDOSO 0 X 8
PdCUC3-ssr2 0 X 30
PdAP3-ssr-F 0 X 15
mPdCIR078 0 X 28
mPdCIRO15: 0 42 14
mPdCIRC15 4 0 42 2
mPdCIR016 0 13 14
mPdCIR032 0 43 18
mPdCIR03S 20.6 37 13
mPdCIROS7 0 31 25
mPdCIR085 159 62 22
PdAG1-ssr 0 X 32
mPdCIR010 0.0 35 16
mPdCIR025 0 45 22
mPdCIR063 23.0 X 22
PdCUC3-ssr 0 3
mPdIRDO13 0.0 9
Total 353 309
Mean 7.1 2 35.3 16.3
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Figure 2. Graphique du maximum de log likelihood a travers les 10 runs (droite) et le delta K de
’analyse de Structure pour les espéces pures et hybrides.

Tableau 4. Graphique du maximum de log likelihood a travers les 10 tours (droite) et le delta K de
["analyse de Structure pour les espéces pures et hybride

cluster 1 cluster 2 cluster 3 cluster4 clusters cluster 6 Individuals
P. canariensis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.99 15
P. dactylifera 0.20 0.79 0.00 0.00 0.00 0.00 39
P. reclinata 0.01 0.01 0.00 0.96 0.00 0.02 15
P. roebelenii 0.00 0.00 0.99 0.00 0.00 0.00 20
P. sylvestris 0.00 0.02 0.02 0.00 0.94 0.02 11
P. theophrasti 0.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7

hybrides
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Tableeau |. Matériel utilisé pour les analyses. Indiquant l'identifiant, I’espéce concerné, le lieu de

provenance, la présence de photos, les mesures discretes et elliptiques disponibles.

1D de l'individu Espéce Station Nb graines Photos Discrétes Elliptiques
0767-HDR2-1ta-1ta227 Phoenix canariensis x reclinata San Remo (ita) 19 X X X
0768-HCR1-Ita-1ta228 Phoenix canariensis x reclinata San Remo (Ita) 20 X X X
0769-HCS2-1ta-1ta229 Phoenix canariensis x sylvestris San Remo (Ita) 18 X X X
0900-HCD3-Ita-1ta359 Phoenix canariensis x dactylifera San Remo (Ita) 20 X X X
0901-HCD4-1ta-1ta360 Phoenix canariensis x dactylifera San Remo (ita) 20 X X X
0902-HYB3-ita-1ta361 Phoenix canariensis x ? San Remo (Ita) 20 X X X
1448 HCS5-1ta-1ta283 Phoenix canariensis x sylvestris San Remo (ita) 20 X X X
1597 _HCS6-Und-ita284 Phoenix canariensis x sylvestris San Remo (Ita) 20 X X X
1598_HCS7-Und-1ta285 Phoenix canariensis x sylvestris San Remo (Ita) 12 X X X
1600_HCD5-Und-1ta287 Phoenix canariensis x dactylifera San Remo (lIta) 12 X X X
0721-CANS Phoenix canariensis Bordighera (Ita) 20 X X
0880-CAN37 Phoenix canariensis San Remo (Ita) 20 X X
0092_CANI1 Phoenix canariensis Palavas (Fra) 20 X X
1870-CANG62 Phoenix canariensis Florence( Ita) 20 X X
0441_REC1 Phoenix reclinata Madagascar 20 X X
0443_REC2 Phoenix reclinata (Benin) 20 X X
0766-REC14 Phoenix reclinata San Remo ( Ita) 20 X X
0771-REC15 Phoenix reclinata San Remo, (Ita) 20 X X
1321-REC40 Phoenix reclinata UK (Tanzania) 20 X X
1719 REC42 Phoenix reclinata Kew, UK (Gabon) 20 X X
1653_SYL20 Phoenix sylvestris Gujarat, India 20 X X
1680_SYL47 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1688 _SYL5S Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1689 _SYL56 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1696_SYL63 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1702_SYL69 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1709_SYL76 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1712_SYL79 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1714 _SYL81 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
1718 _SYL85 Phoenix sylvestris Rajasthan, India 20 X X
0081 _CONI1 Phoenix Dactylifera Elche. Spain 20 X X
0072_IBE4 Phoenix Dactylifera Elche, Spain 20 X X
0076_BFE1 Phoenix Dactylifera Elche, Spain 20 X X
0083 MEDI1 Phoenix Dactylifera Elche, Spain 20 X X
0080_THO!1 Phoenix Dactylifera Elche, Spain 20 X X
0212 GME2 Phoenix Dactylifera Kebili, Tunisia 20 X X
1249 AHM4 Phoenix Dactylifera Mauritania 20 X X
1254 TIJ2 Phoenix Dactylifera Mauritania 20 X X
0186_DEG2 Phoenix Dactylifera Degache, Tunisia 20 X X
0216_LAG2 Phoenix Dactylifera Mides oasis, Tunisia 20 X X
1550_TIS1 Phoenix Dactylifera ? 20 X X
1552 DIG1 Phoenix Dactylifera ? 20 X X
0097_SHE1 Phoenix Dactylifera Tadmor, Syria 20 X X
0007_SIW3 Phoenix Dactylifera Zawyet el' Aryan. Egypt 20 X X
0093_IBR1 Phoenix Dactylifera Tadmor, Syria 20 X X
0094 OMA1 Phoenix Dactylifera Tadmor, Syria 20 X X
0198 HAL2 Phoenix Dactylifera Tozeur, Tunisia 20 X X
0079_ZAY1 Phoenix Dactylifera Elche, Spain 20 X X
0077_KHA1 Phoenix Dactylifera Elche, Spain 11 X X
0095 _QADI1 Phoenix Dactylifera Tadmor, Syria 20 X X
0122 NBA1 Phoenix Dactylifera Wadi Quaravat, Oman 20 X X
0139 KABI Phoenix Dactylifera Wadi Quarayat, Oman 20 X X
1549 MAZ1 Phoenix Dactylifera Market, France 20 X X
0107 _ISW1 Phoenix Dactylifera Tadmor, Syria 20 X X
1601_DAC492 Phoenix Dactylifera ca. Anjar, India 20 X X
1625_DACS514 Phoenix Dactylifera Jarpara, India 20 X X
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P. canariensis
92-CAN1 721-CANS 880-CAN37 1870-CANG2
P, reclinata
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Figure 1. Contours d’individus inclus dans cette étude reconstruits en utilisant la méthode inverse
des transformées de Fourier (Rohlf et Archie, 1984).

Figure 2. Photo des graines en vue dorsale (gauche) et en vue
latérale (droite). (A) Photo de graine de Phoenix canariensis (prise
par Sarah Ivorra). (B) et (C) Photo de graine de Phoenix hybride
(Phoenix canariensis x Phoenix sylvestris), (photos prises par Sophie
Bourguet).
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Figure 3. Boites a moustaches de chaque paramétre de taille établi pour chaque groupe d’individus. En violet :
les hybrides, en bleu : Phoenix canariensis, en vert : Phoenix reclinata, en orange : Phoenix sylvestris, en

rouge : Phoenix dactylifera.
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Figure 7. Boites a moustaches de chaque parametre de taille établi pour chaque espéce. En cyan,marron,
magenta et violet : les hybrides par croisement, en bleu : Phoenix canariensis, en vert : Phoenix reclinata, en

orange : Phoenix sylvestris, en rouge : Phoenix dactylifera.



Tableau 1. Probabilize postérieure d’allocation (en %) des graines hybrides par groupes d’individus
de a 'un des 4groupes : P. sylvestris, P. dactylifera, P. canariensis, P.reclinata. Le surlignage vert
indique la plus grande valeur de probabilité postérieure. Les couleurs varient de rouge (faible
probabilité) a vert (forte probabilité).

Ind Species L cana dac rec syl espéce d'assignation
0767-HDR2 | pcanrec 14% 11% P.sylvestris
0768-HCR1 | pcanrec 36% " m%  21% [p.canariensis/ P.reclinata|

0769-HCS | pcansyl 56% " a5y P.canariensis/ P.reclinatal
0900-HCD3 | pcandac " ag% " os1% P.dactylifera/ P.sylvestrig
0901-HCD4 | pcandac To13% P.reclinata
(0902-HYB3 pcanx P.canariensis
1448-HCS5 | pcansyl 56% Toaew T % P.canariensis

1597 HCS6 | pcansyl 35% "oew T 3% P.canariensis/P.sylvestrig
1598 HCS7 | pcansyl "% P.canariensis
1600_HCDS | peandac T on% P.reclinata

Tableau 2. Probabilité postérieure d’allocation (en %) des graines hybrides par espece a ['un des
4groupes : P. sylvestris, P. dactylifera, P. canariensis, P.reclinata. Le surlignage vert indique la plus
grande valeur de probabilité postérieure. Les couleurs varient de rouge (faible probabilité) a vert
(forte probabilité).

Species cana dac rec syl espece d'assignation
pcanrec 25% 26% 46% P.sylvestris
pcansyl 57% 21% 20% P.canariensis
pcandac 19% 49% 29% P.reclinata
pcanx P.canariensis
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Figure 1. Dendrogramme.

Le dendrogramme représente une CAH réalisée sur les distances de Mahalanobis . (A) Sur les données
microsatellite. (B) Sur les données chloroplastiques . (C) Sur les données de SPIR en dérivé seconde.
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Taux d'humidité pour le mois d'avril (2008/2005/2013)
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Figure 1. Humidité des années 2008/2009/2013 pour les mois (A) d’avril et (B) mai
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Figure 2. Températures moyennes des années 2008/2009/2013 pour les mois (A) d’avril et (B) mai.




Figure 3. Inflorescence de Phoenix canariensis aprés de fortes pluies.
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Figure 4. Phénologie du cycle reproducteur des différents individus Phoenix reclinata : site de villa
Ormond et site de la vieille gare



Figure 5. Différence de Phénologie des Phoenix dactylifera entre Sanremo et Bordighera (A) Site de Sanremo.
(B) Site de Bordighera.
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Figure 6. Différence de Phénologie des Phoenix dactylifera entre les sites de Sanremo. (A) Port de Sanremo. (B)
Site Corso Imperia.
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Photo 1. Relevé de Phénologie a Bordighera (Photo : Mattéo
Littardi).

Photo 2. Relevé de Phénologie et récolte de
fruits mars a San Remo (photo :
Claudio Littardi).

Photo 3. Prise de photos & San Remo
(Villa Ormond). (Photo : Claudio Littardi).
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Démarche méthodologigue

La Génétigue

Pour étudier la diversité et la structure des populations des hybrides du genre Phoenix, des
microsatellites nucléaires et les minisatellites chloroplastiques ont été choisis. La facilité
d’obtention des microsatellites et des minisatellites sur un grand nombre d’échantillons du
fait de la disponibilité¢ des séquenceurs automatiques d’ADN en font des marqueurs de choix

pour les études de génétique des populations.

L es séquences choloroplastiques

Dans le but d’identifier les espéces hybrides du genre Phoenix, deux séquences
chloroplastiques (psbZ-trnfM, rpl16-rps3) ont été séquencées (Scarcelli et al., 2011). Les
génomes des organites, comme le chloroplaste, présentent des avantages pour les analyses
génétiques et génomiques : ils sont hérités de facon essentiellement uniparentale (maternelle)
et présentent une forte structuration génétique. Les analyses chloroplastiques révelent des
haplotypes (Fig.5), I’équivalent d’un génotype pour des données haploides. Selon les données
utilisées, il correspond a la combinaison de séquences ou d’alléles révélés (Gros-Balthazard,

2012).

Moins abondants que les microsatellites, les minisatellites ont été relativement peu étudiés et
utilisés. Une étude récente comparative des génomes chloroplastiques Monocotylédones
(Scarcelli et al., 2011), a permis d’identifié 8 minisatellites polymorphes longs de 8 a 26 pb
chez les Arecaceae. Les données chloroplastiques vont donc nous servir dans notre étude a
savoir qui est le parent femelle de I’hybride étudié afin de pouvoir caractériser les traits

transmis par chaque parent.

La génétique des populations

Les microsatellites nucléaires (hérédité biparentale) sont des marqueurs communément
utilisés pour évaluer la diversité génétique, la structure des populations et estimer les flux de
génes, notamment chez les plantes cultivées (Guo et al., 2010 ; Vigouroux et al., 2008).
Egalement appelés Simple Sequence Repeats (SSR), Short Tandem Repeats (STR), les
microsatellites sont des séquences d’ADN de 1 a 6 paires de base repétées en tandem. Le
motif répété peut étre parfait (ACACACAC), interrompu (ACACGTCTACAC) ou composé,
c¢’est-a-dire constitué de deux motifs répétés (ACACACGTGTGT).
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Figure.l: (4) Séquences d’ADN de 4 individus. Les individus A et B partagent [’haplotype 1 tandis que les
individus C et D présentent deux autres haplotypes (2 et 3). (B)Le réseau d’haplotype représente les relations
entre les trois haplotypes. On y voit que [’haplotype 1 difféere d’une mutation de [’haplotype 2 et de deux
mutations de [’haplotype 3. La taille du cercle est proportionnel au nombre d’individu présentant I’haplotype.
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Figure.2: Haplotype network of 28 Phoenix species based on psbZ-trnfM and rpl16-rps3 sequences. Mutations
(SNP, INDEL and SSR number of repeat change) are represented on branches. Circles are proportional to
sample number (Gros-Balthazars, 2012).



Les loci dinucléotidiques, trinucléotidiques et tétranucléotidiques sont les plus utilisés dans
les études génétiques (Selkoe & Toonen, 2006).

Vingt marqueurs microsatellites décrits par Billotte et al. (2004) et Castillo et al (en
préparation) ont été retenus. Ces marqueurs dinucléotidiques appartiennent a des régions
inconnues non codantes. lls ont été choisis pour leur grande variabilité et car ils sont
transférables a la plupart des autres espéces de Phoenix (Pintaud et al., 2010 ; Henderson et
al., 2006), un atout étant donné que nous voulions génotyper des Phoenix hybrides et des
espéces Phoenix purs. Les marqueurs AG1 (Ludena et al., 2011) et CUC-SSR1 (non publi€)
ont complété le jeu de microsatellites utilisés pour le génotypage de nos Phoenix hybrides et

de nos espéces purs.

La morphométrie

La morphométrie est I’étude de la taille et de la forme d’un objet et de leur covariance
avec d’autres variables (environnementales, génétiques, etc.). Initialement, la morphométrie
traditionnelle était utilisée pour décrire les objets biologiques a 1’aide de mesures discrétes
(mesure de mensurations ou étude de la taille) (Reyment, 1991 et Marcus, 1990 cités par
Rohlf & Marcus, 1993). Ensuite, des méthodes de morphométrie géométrique, d'analyse et de
représentation des données (Rohlf & Marcus, 1993) ont été développées pour étudier

séparément ou conjointement la forme (i.e. la structure géométrique) et la taille des objets.

En permettant d’apprécier et de quantifier les similitudes et divergences des especes et des
populations, la morphométrie permet d’identifier les caractéristiques d’un taxon donné et
d’effectuer des prédictions sur des individus de taxon inconnu (Cope et al., 2012). Elle permet
également de quantifier leur variabilit¢ morphologique (Depypere et al., 2007), d’identifier
des hybrides (Jensen et al., 2002) et d’étudier les stades de développement (Pryer & Hearn,
2008).Cette méthodologie est utilisée pour I’é¢tude des caractéristiques morphologiques chez

les hybrides par rapport a des individus de lignées pures.

En biologie végétale, différentes parties de la plante peuvent étre étudiées par le biais de la
morphométrie : la feuille (Jensen et al., 2002 ; Pryer & Hearn, 2008), les organes floraux
(Wilkin, 1999 ; Yoshioka et al., 2004), la graine (Lanta et al., 2003 ; Terral et al., 2004 ;
Aybeke, 2007 ; Terral et al., 2010 ; Terral et al., 2012), la couronne de I’arbre (Haruta, 2011)
et le pollen (Aybeke 2007).
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Figure.3 : Représentation de la reconstitution du contour de la graine de palmier selon la méthode des Transformés
Elliptiques de Fourier. (A) Reconstruction du contour en une série de fonctions périodiques, les harmoniques, définies
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plus précis (d’apres Tabard, 2006).
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Figure.4 : Mesures discretes effectuées sur les photos de graines en vues dorsale et

Latéral
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Résumé

Morphométrie traditionnelle

La longueur, la largeur et I'épaisseur maximales des graines ont ét€ mesurées a ’aide du
logiciel ImageJ (Fig.8). La distance entre 1’apex et la cicatrice de I’embryon a été mesurée
afin de calculer le ratio entre la longueur maximale et la longueur de 1’apex a I’embryon.
Cette mesure permet d’apprécier la position de I’embryon sur la longueur de la graine. Les

surfaces des projections des vues dorsale et latérale ont également été quantifiées (en cmz).

Morphométrie géométrique

Plusieurs méthodes de morphométrie géométrique ont été décrites (Rohlf, 1990). Les
méthodes basées sur des points de repére ne sont pas adaptées a 1’étude de la graine, qui ne
contient que deux points de repére homologues sur son contour (base et apex). Dans ce cas,
les méthodes d’analyse de contour, défini par des points décrits par des coordonnées X et Y,
sont pertinentes. Ces coordonnées présentent une grande quantité d’information redondante
(Rohlf, 1990) et doivent donc étre transformées. Plusieurs méthodes existent, notamment la
méthode des Transformées Elliptiques de Fourier (TEF) (Kuhl & Giardina, 1982) (Fig.7) .

Les photos en vue dorsale et latérale ont été traitées a 1’aide du logiciel Adobe Photoshop
CS3. La graine a été détourée puis une image en noir sur fond blanc a été obtenue. Les
coefficients de Fourier ont été obtenus a I’aide du logiciel R. L’analyse de Fourier décompose
I’information comprise dans les coordonnées en fonctions périodiques, appelées harmoniques
(H), de longueur d’onde décroissante et définissant une ellipse dans le plan Xy. Elles sont au

nombre de 32 dans le cas d’un contour décrit par 64 points.

Les analyses statistiques sur les mesures discreétes.

Imputation multiple (pour les données manguantes).

Des données de distance entre 1’apex et la cicatrice de I’embryon et par conséquent le
ratio entre la longueur maximale et la longueur de ’apex a ’embryon sont manquantes dans
notre jeu de données. Pour notre travail de recherche, nous avons fait le choix d’appliquer une
méthode d’imputation multiple (Rubin, 1978). Cette méthode permet d’estimer les valeurs
manquantes d’une base de données a partir des valeurs observées, et de redresser les biais

potentiels dus aux données manquantes.
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L’imputation multiple consiste a remplacer chaque donnée manquante par un jeu de données
estimées a partir des données observées, ce qui permet de prendre en compte I’incertitude
associée a chaque étape du processus d’imputation. Chacune des bases complétes ainsi
générées fournit alors une estimation du parameétre d’intérét, puis un estimateur unique est
obtenu en calculant la moyenne de ces estimations. (Wayman, 2003 ; Seaman and al, 2012).
Le logiciel employé pour réaliser ces imputations multiples est R.2.14.2 (R development Core
Team, 2011).

Les boites a moustache

Des boites a moustache (ou boxplots) permettant de représenter la différence de
variabilité de chaque variable ont été réalisées. Ces boites a moustache concernent chaque
variables discretes : largeur, longueur, épaisseur, surface et ratio longueur/ longueur de 1’apex
a l’embryon. Deux séries ont été faites, une premicre représentant chaque hybride

individuellement et une seconde regroupant les hybrides en fonction de leurs parents.

Corrélation entre les variables.

Une série de tests de corrélation est réalisée entre les différentes variables deux a deux
via la méthode de Pearson (sous R.2.14.2, fonction cor.test). Ce test a pour but de visualiser
les variables corrélées et d’écarter celles qui n’apportent aucune information supplémentaire
pour la suite des analyses. Ainsi 5 variables quantitatives : épaisseur, largeur, longueur totale,
surface (VD) et le ratio longueur de I’apex a I’embryon sur longueur totale, seront gardées

pour les analyses statistiques suivantes.

Analyse en composante principale (ACP).

L’ensemble des données, 5 variables quantitatives définissant la taille de 1090 graines
appartenant au genre Phoenix a été traité a I’aide d’une ACP (fonction dudi.pca). Cette étude
vise a mettre en évidence la distribution des graines les unes par rapport aux autres en tenant
compte des différentes variables de taille. Cette analyse a pour but d’obtenir un nombre réduit
de variables synthétiques en recherchant les axes d’allongement maximal du nuage de point

de I’espace multivarié.

Les coordonnés sur I’axe 1 de ’ACP sont ensuite récupérées afin d’effectuer un test de
comparaison de moyennes permettant de tester 1’existence possible d’une différence
significative au niveau de la taille de la graine en fonction du groupe auquel appartiens la

graine.
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Résumé

Analyses sur les mesures de morphomeétries géométriques.

L’ensemble des données, 64 variables quantitatives (4 coefficients de Fourier x 8
harmoniques x2 vues (latérale et dorsale)) definissant la structure géométrique des 1090
graines du genre Phoenix étudi¢es a été étudiée au moyen d’une ACP puis a ’aide d’une

Analyse factorielle Discriminante (AFD) a via le logiciel R ( fonction Ida).

L’AFD vise a chercher les fonctions discriminantes qui permettent de différencier les groupes
« hybrides » des autres groupes « purs » ainsi que de les singulariser par rapport a la forme de

la graine.

La spectrométrie proche infrarouge

La spectrométrie proche infrarouge ou SPIR est une méthode dont les applications ont été
validées pour authentifier différentes variétées de farine (Sirieix et Downey, 1993), de riz
(Osborne et al., 1993) ainsi que de café (Downey et Boussion, 1996) et d’asperges (Perez et
all, 2001). L’application de cette méthode a la reconnaissance des hybrides de variétés de café
a également été testée apparemment avec succes (Posada et al., 2009). Ainsi nous utiliserons
cette méthode pour tenter de caractériser les différentes espéces puers et les différents

hybrides du genre Phoenix impliquées dans notre étude.

La spectrométrie proche infrarouge (fig.8) consiste a étudier I’interaction de la matiere dans la
plage de longueur d’onde de 1100 a 2500nm. Une molécule possédant plusieurs modes
vibratoires qui eux-mémes possédent chacun une fréquence propre (ou longueur d’onde
propre) qui engendre une bande fondamentale d’absorption. Chacun de ces modes vibratoires
vibrent également a des fréquences secondaires engendrant la formation de bandes
harmoniques (1% et 2°™). Différentes interactions peuvent apparaitre entre les différents
modes vibratoires d’une liaison entrainant la formation de bandes de combinaisons. Ces
bandes de combinaisons sont observées comme pour les harmoniques dans un domaine de
longueurs d’ondes inférieur a celui auxquelles sont observées les bandes d’harmoniques

(Rapport, FLAVIE BIDEL ,2008/2009).

Les feuilles utilisées pour ces manipulations, ont directement été prélevées sur les palmiers ;
dans la mesure du possible des feuilles jeunes ont été prélevées (non chlorophylliennes), puis

elles ont été etiquetées.
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Principe de la spectrométrie proche infrarouge (de FLAVIE BIDEL ,2008/2009).

Elles ont ensuite été séchées par lyophilisation avant d’étre broyées de maniére a obtenir une

fine poudre dépourvue d’eau (Rapport, FLAVIE BIDEL ,2008/2009).

Traitement des données

Les résultats obtenus sont représentés sous la forme d'un dendrogramme (obtenue a l'aide d'un
classification hiérarchique ascendante (CAH)). Contrairement a I’ACP qui permet une
représentation en ne prenant en compte qu'une partie de I’information (celle contenue sur

deux ou trois CP) les dendrogrammes prennent en compte la totalité de I’information (BIDEL

,2008/2009).

Des analyses statistiques sont réalisées sur les résultats, telles que des Analyse factorielle
discriminante (AFD) afin de produire des variables discriminantes qui prennent en compte les

longueurs d’onde liées a I’origine génétique et pas les effets de I’environnement tels que I’eau

dans les tissus, la chlorophylle... (BIDEL ,2008/2009).

La Phénologie.

La phénologie des populations dans le genre Phoenix et ces hybrides

L’étude se fera sur un échantillonnage populationnel dans deux villes Italienne : San Remo et
Bordighera. Le premier site comporte quatre zones d’échantillonnage : la villa Ormond, le
port, la vielle gare et la corso Imperia. Le site de Bordighera comporte plusieurs zones tres
urbaines, mais relativement proches, nous la considéreront donc comme une zone unique. Les
especes suivies seront: Phoenix dactylifera, canariensis, rupicola, reclinata, roebelenii,
theophrasti et les hybrides présents.

Les stades renseignés sont les suivant : Inflorescence fermée (spathe), anthese, fruits verts,
fruits murs.



Figure 6.Jeune spathe avant émergence Figure 7. Spathe ouverte et anthése male.

Figure 8. fruits verts en maturation d’un Phoenix Figure 9.Fruits murs et en fin de maturation d’un
reclinata (villa Ormond San Remo) Phoenix reclinata (Ancienne gare San Remo).
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Résumé

Caractérisation des stades :

% La spathe :

Les premiers signes visibles d’activité reproductrice chez le palmier du genre Phoenix sont
I’émergence des spathes, c¢’est-a-dire de la premiére bractée inflorescentielle (prophylle), qui enferme
totalement 1’inflorescence immature. Celle-ci apparait aprés un long développement a ’intérieur de la
couronne foliaire (Fig. 1). La spathe se développe alors durant 3 & 6 semaines apreés le début de son

émergence avant de s’ouvrir. L’ouverture de la spathe marque la fin du stade 1 (Fig. 2).
% L’anthése
L’anthése est le stade de la fleur ouverte. A ce stade, la fleur male libére le pollen et la fleur

femelle déploie ses stigmates pour le recevoir. Ce stade se produit de fagon concomitante a

I’ouverture de la spathe et ne dure que quelques jours.

% Les fruits verts

Ce stade est long, il englobe toute la phase de développement du fruit depuis la nouaison
(début de la transformation du gynécée apres la fécondation) jusqu’a la taille définitive du

fruit quand celui-ci commence a virer de couleur (Fig.3).

« Les fruits murs

La notion de fruit mQr étant variable suivant les régions, et les conditions climatiques chez le
genre Phoenix. Certains ont des fruits persistants, marquant la présence de plusieurs cycles de
fécondation (Fig.4 et 5).



Résumé

Figure 10. Variation du cycle reproducteur entre quelques arbres sur site italien.

1-ao(i-08 1-sep-08 1-oct-08 1-nov-08 1-déc-08 1-jan-09 1-fév-09 1-mars-09 1-avr-09 1-mai-09 1-juin-09 1-juil-09
93015 : polycyclique, fruits non persistants

93019 : monocyclique, tardif, fruits persistants

Cycle 1 secs sur ['arbre
Cycle 2

93027 : monocyclique, précoce, fruits non persistants

Cycle 1 chute
Cycle 2

Figure 11. Présence de plusieurs cycles reproducteurs sur un palmier Phoenix hybride reclinata x canariensis.

Figure 12. Cycle reproducteur au niveau populationnel (Italie).(Phot : Bourguet Sophie)

Phénologie 2008-2009
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Résumé

Fréquence d’observation

La fréquence d’observation seras réalisée de la maniére suivante : une fois tous les 9 a 10
jours pour toutes les especes étudiées, afin de déterminer les mois hors période de floraison et
ceux correspondant au pic de floraison de chaque espece du genre Phoenix étudie.

Acquisition des données

Lors de chaque passage, les stades présents sur chaque arbre sont notés. Un arbre peut
présenter les 4 stades simultanément. Chaque arbre produit successivement un grand nombre
d’inflorescences, généralement selon une séquence basipete, ce qui conduit a un étalement des
stades de développement. Ainsi, bien que I’anthése au niveau d’une inflorescence soit breve,
la période de floraison pour un arbre dure en général de 3 a 6 semaines. Certains arbres
présentent 2 a 3 cycles de floraison annuelle et parfois des fruits murs longuement persistants
sont présents sur I’arbre. Ces phénomeénes produisent différents cas de simultanéité de stades

(Fig. 4).

Données générées :

Les données obtenues avec ce protocole permettent de caractériser le cycle de floraison
globale d’une population (Fig. 6), les variations de celui-ci selon le sexe (Fig. 7), et selon les
individus (Fig. 4). Sur un méme site caractérisé par des conditions écologiques homogenes,
les variations interindividuelles sont le reflet de la diversité des génotypes, tendis que le cycle
global populationnel refléte I'influence du climat local et éventuellement l’effet de la
sélection humaine sur la précocité.

Figure 13. Chronologie de la floraison (ltalie)

Cycle de floraison du dattier & Sanremo et Bordighera
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Résumé

Dynamique de I’hybridation dans le genre Phoenix sur la Riviera italienne :
caractérisation genetique et phénotypique

Le genre Phoenix comprend 14 espéces interfertiles et morphologiquement trés proches,
distribuées depuis les iles de I’Atlantique jusqu’aux confins du Pacifique et a travers les régions
chaudes de I’Afrique et de I’Eurasie. Les hybrides se manifestent tout particulierement dans les
cultures ornementales. La Riviera-Cote d’Azur est un site d’acclimatation historique du genre Phoenix,
marqué en particulier par les premieres introductions en extérieur de Phoenix canariensis, P. sylvestris,
, P. reclinata, et Phoenix dactylifera. A ’heure actuelle, il existe toute une diversité du genre Phoenix
dans les plantations ornementales de la région, du fait des hybridations entre ces quatre especes,
produisant de nouveaux phénotypes originaux et de grande valeur ornementale. Outre I’intérét
historique, paysager et horticole, ce phénomeéne d’hybridation libre est trés intéressant pour
comprendre la dynamique de la diversité dans un complexe d’espéces et en particulier pour mesurer
I’influence des facteurs génétiques sur les traits phénotypiques. L’objectif de ce stage concerne
I’analyse (et en partie I’acquisition) de différents jeux de données génétiques et phénotypiques sur un
ensemble d’hybrides de Phoenix provenant des jardins municipaux de Sanremo (ltalie) et un réfeérentiel
des espéces parentes génétiquement pures.L’analyse statistique des relations génotypes-phénotypes
contribuera a valider certaines méthodes d’identification phénotypique (morphométrie géométrique,
SPIR) et permettra de caractériser les patrons de variation des caractéres induits par [’hybridation et en
particulier de quantifier les distances aux phénotypes parentaux sur certains caracteres.

Mots clés : hybridation, Phoenix, Riviera ltalienne, morphométrie géométrique, SPIR, analyse génétiques,
analyses phénotypiques.

Hybridization dynamics in the genus Phoenix in the Italian Riviera: genetic and phenotypic
characterization.

The genus Phoenix, comprising 14 interfertile and morphologically very close species, distributed
from the Atlantic to the Pacific through the warmer regions of Africa and Eurasia. Hybrids are
especially evident in ornamental plantings where several species are brought into contact and then
multiplied on site. Riviera-Cote d'Azur is an historical site of genus Phoenix acclimatization, marked
in particular by the first outside introductions of Phoenix canariensis, P. sylvestris, P. reclinata and
Phoenix dactylifera. Anew diversity arose from these plantings in the region, due to the hybridization
between these four species, producing original phenotypes of high ornamental value. Beyond the
historical, landscape and horticultural value, free hybridization is very interesting to understand the
dynamics of diversity in a complex of species and in particular to assess the influence of genetic
factors on phenotypic traits. The objective of thi study is the analysis (and in part the acquisition) of
different sets of genetic and phenotypic data on a sampling of hybrids from Phoenix Municipal
Gardens in San Remo (Italy) and a repository of genetically related pure species . Statistical analysis of
genotype-phenotype relationships help to validate some phenotypic identification methods (geometric
morphometrics, SPIR) and will characterize the variation patterns of characters induced by
hybridization and in particular to quantify the distances to the parental phenotypes of some characters.

Keywords: hybrid, Phoenix, Italian Riviera, geometric morphometrics, SPIR, genetic analysis, phenotypic
analyzes.



